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Abstrakt

Vyzkum kolonii kvasinek Saccharomyces cerevisiae na pevném glycerolovém médiu
prokazal diferenciaci kolonie na dva zcela odlisné specializované bunécné typy U a L. K této
diferenciaci dochazi pravdépodobné diky komunikaci mezi jednotlivymi buiikami a koloniemi
kvasinek a v reakci na zmény mnozstvi zivin v médiu. Regulovany diferencovany vyvoj vede
k dlouhodobému piezivani kolonie. Vyzkum téchto dvou buné¢nych typa prokazal vyssi
odolnost vuéi stresim u U typu bunék a zjistil jistou podobnost vztahu mezi U a L butikami a
vztahu rakovinotvornych bunék vici zdravym buiikam Vv sav¢éim organismu. Cilem diplomové
prace bylo izolovat tyto dva bunééné typy a testovat jejich odolnost vi¢i vybranym

nizkomolekuldrnim latkam Ehrlichovy drédhy.

Ehrlichova drédha byla objevena v roce 1907 a klasifikovana jako katabolicka draha
nékterych aminokyselin u kvasinek S. cerevisiae. V draze vznikaji nizkomolekularni
meziprodukty popsané jako odpadni alkoholy a kyseliny. Tyto latky jsou hojné vyuzivané pro
své aroma v potravinafstvi a kosmetice. Nékolik studii ukézalo, ze tyto latky mohou piisobit
jako stresory a mohou ovliviiovat n¢které dulezité funkce buniky jako je naptiklad prepinani
na pseudohyfalni rist u bunék S. cerevisiae. V ramci diplomové prace byly vybrany nékteré
latky Ehrlichovy dréhy a ve zjiSténych koncentracich byl testovan jejich vliv na diferencované

U a L buriky S. cerevisiae.

Kli¢ova slova: Saccharomyces cerevisiae, kvasinkova kolonie, Ehrlichova draha, U buniky, L

buniky, tyrosol, kyselina octova, phenylethylacetat, phenylethanol



Abstract

Previous research of colonies formed by yeast Saccharomyces cerevisiae growing on
glycerol agar medium revealed two major cell types of U and L cells that are formed within
these colonies. This colonial cell differentiation seem to be caused by communication among
yeast cells as well as whole colonies and affected by changes in the environment (for example
changes in nutrients). Studies of U and L cells showed that U cells are more resistant against
biological, chemical and physical stresses than L cells. The aim of this thesis was to isolate U
and L cell types and investigate their resistance against selected low molecular weight

chemical substances produced in Ehrlich pathway.

Ehrlich pathway was discovered in 1907 and was classified as amino acid catabolic
pathway in yeast S. cerevisiae. The low molecular intermediates are formed in Ehrlich
pathway which are called fusel (original name from German) alcohols and acids. These
chemical substances are widely used in food industry and cosmetics especially because of
their aroma. Several studies provided indications that these chemical substances may affect
development of colonies and important yeast functions such as switching to the pseudohypfal
growth of S. cerevisiae cells. Some chemical substances of the Ehrlich pathway were selected
and their effects on S. cerevisiae U and L cells were analyzed by different techniques.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, yeast colony, Ehrlich pathway, U cells, L cells,

tyrosol, acetic acid, phenylethylacetate, phenylethanol
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1. Uvod

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou eukaryotni jednobunééné organismy, které
taxonomicky patfi mezi houby askomycety. Jsou vyuzivany pfedevSim v potravindiskych
odvétvich, jako je vinafstvi, pivovarnictvi nebo pekaistvi. Vzhledem ke své jednoduchosti,
rychlosti mnozeni a genové manipulovatelnosti, jsou také hojné vyuzivany v oblasti genetiky
a molekularni biologie jako modelovy organismus pro odhalovani obecnych principt platnych
u eukaryot (Botstein and Fink 1988). Vedle své jednobunétné povahy jsou kvasinky schopny
vytvaret i mnohobunécéné struktury. V podobé strukturovanych biofilmi a riznych povlakl se
vyskytuji v pfirodé¢ naptiklad jako kontaminanty ovoce. Mnohobunéény charakter vsak

mohou mit i hladké kolonie, které vytvareji laboratorni kmeny této kvasinky.

S. cerevisiae zprvu vytvaii v hladkych koloniich pouze jeden typ bunék. Po nékolika
dnech, kdy ubyvaji ziviny v médiu, se bunky v kolonii za¢inaji diferencovat na tii typy
subpopulaci — U (upper), L (lower), O (outer) a vykazuji chovani mnohobunétného
charakteru. Diferenciace je pro zivotaschopnost subpopulaci velice dilezita, protoze mezi
jednotlivymi buitkami dochazi k vyznamnému toku zivin a odpadnich latek (Cap, Stepanek et
al. 2012). Jednou z moznosti, jak muze dochazet k diferenciaci je ,.komunikace® mezi
subpopulacemi pomoci nizkomolekularnich signalnich latek a metaboliti, které jsou

produkovany pii vyvoji kvasinkové kolonie (Hazelwood, Daran et al. 2008).



2. Prehled literatury

2.1. Kbvasinky jako mnohobunéény mikroorganismus

Kvasinky patii mezi jednobuné¢né ecukaryotni mikroorganismy. V laboratoifich se
vétsinou kazdy mikroorganismus snazime pochopit studiem jednotlivych bunék. Samostatné
buitky mizeme nejlépe studovat v tekutych kulturach. Z tekutych kultur se miizeme dozvedét,
jak se buitka sama chové, déli apod. V laboratornich podminkach je takova kultivace
jednodussi, protoze udrzujeme idealni podminky k pozorovani. V ptirod¢ se mikroorganismy
S idealnimi laboratornimi podminkami vétSinou nesetkaji, a proto kvasinky v ptirod¢ voli
spise mnohobun&nou podobu ve formé kolonii. Zivot v kolonii je v piirodnich podminkach
vyhodnéjsi, nebot se kvasinky timto zplusobem dokdzi lépe vyrovnavat S plsobenim
neptiznivych podminek V jejich okoli, jako je nedostatek zivin nebo zmény teploty apod. Diky
komunikaci ma populace bunék v kolonii leps$i $anci prezivat nez samostatné bunky (Palkova
2004).

V laboratornich podminkach lze kvasinkové kolonie kultivovat na pevném agarovém
médiu. Pti porovnavani laboratornich a ptirodnich kolonii kvasinek S. cerevisiae jsou vidét
vyrazné rozdily Vv jejich morfologii (viz Obr. 1). Pfirodni ,,divoky* kmen vytvati vysoce
strukturované kolonie, naopak laboratorni kmen vytvari hladké kolonie. Strukturované
kolonie produkuji specifickou extracelularni matrix, kterd se pravdépodobné uplatiiuje v
ochrané bun€k proti neptiznivym ptirodnim podminkam (Kuthan, Devaux et al. 2003).
Kvasinky mohou v pfirodé vytvaret rizn¢ slozité struktury kolonii specifické pro dany kmen.
U laboratornich kmenti S. cerevisiae se slozita struktura kolonii nevytvari, takze jejich kolonie

zustavaji hladké (Cavalieri, Townsend et al. 2000, Kuthan, Devaux et al. 2003).
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.~

Temperature and humidity fluctuate
Relatively stable humidity and standard

ning
temperature

«#&&?& | S23Eres, I
e N | — 2o
S e High initial concentration of nutrients

Limited concentration of nutrients

DOMESTICATION

Obr. 1. Model s rozdilnou morfologii kvasinek v zavislosti na rstu v ptirodé (vlevo) a v laboratofi (vpravo).
(Palkova and Vachova 2006)

2.2. Vyvojové faze u kolonii S. cerevisiae

Kvasinkové kolonie se stejné jako jiné populace mikroorganisma vyviji. Ani hladka
kolonie rostouci na pevném médiu tedy neziistiva homogenni, ale prochazi vyvojem, kdy
vznikaji specializované buiiky, Vnichz nékteré maji fenotyp umoziujici dlouhodobé
ptezivani. V kolonii spolu bunky komunikuji a mohou tak 1épe reagovat na okolni prostredi
(Palkova and Vachova 2006). Vyvoj kolonie probiha skrze tii faze. Tyto faze jsou spojeny
S ndpadnymi zménami pH okolniho prosttedi z kyselého ptes alkalické zpét do kyselého pH.
Jednotlivé faze jsou: prvni acidickd faze (first acidic phase), alkalickd faze (alkali phase) a

druhé acidicka faze (second acidic phase).

Béhem prvni acidické faze buniky spotiebuji velkou ¢ast Zivin a na konci této faze je
jejich rast pozastaven. Piechod do alkalické faze je pro burniky feSenim, jak se vyrovnat
S narUstajicim stresem z nedostatku Zivin. B&hem ptechodu z acidické do alkalické faze
dochazi k velké zmeén¢ genové exprese a s tim spojené produkci plynného amoniaku, ktery je
Vv tomto pfipad¢ signdlni molekulou, diky které probihd komunikace mezi jednotlivymi

bunkami kolonie i mezi jednotlivymi koloniemi (Palkova, Janderova et al. 1997, Gori,
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Mortensen et al. 2007). V bunikach dochazi napiiklad k aktivaci peroxisomu, k represi
oxidativni fosforylace v mitochondriich, k aktivaci metabolickych drah nékterych
aminokyselin apod. Diky témto zménam se kolonie adaptuje na prostfedi s men$im
mnozstvim dostupnych zivin (Palkova, Devaux et al. 2002). Bunky kolonie S. cerevisiae
béhem vyvojovych fazi postupné diferencuji na specializované bunky U, L, O, které jsou
dals$im pfedmétem studia této prace (Cap, Stepanek et al. 2012). Pti pifechodu do druhé
acidické faze, ktery je uz spojen s méné rozsahlymi zménami exprese gend, kolonie opét
zaCnou pomalu pfirtistat. Aktivni rast bun¢k je tedy specificky pro acidické faze. Naopak
v alkalické fazi je rust inhibovan a uplatiiuje se zde mezibunéénd signalizace pomoci

amoniaku (Palkova, Janderova et al. 1997).

2.3.  Quorum sensing: Signalni molekula amoniak

Jak uz jsem piedeslal, amoniak (NH3) hraje v koloniich kvasinek v¢etné S. cerevisiae
roli signalni molekuly. NH3 je jednim z dtlezitych signalnich molekul alkalické faze vyvoje

kolonie. Jaky je tedy mechanismus jeho ptisobeni a jeho dulezitost u kvasinkovych kolonii?

Béhem experimenti na obfich koloniich S. cerevisiae byla zjisténa tvorba zakalenych
signalnich zon znalicich ptitomnost amoniaku mezi koloniemi (,turbid zones*, viz Obr. 2).
Aby se tyto zony vytvorily, musi byt kolonie narostlé na komplexnim pevném agarovém
médiu s vysokou koncentraci Ca®* jontil a piedeviim s dostate¢nou koncentraci aminokyselin.
Vipenaté kationty 1 pfitomnost aminokyselin jsou nezbytné pro spravnou vizualizaci NHz z6n,
nebot’ v experimentech s absenci Ca®" iontd se zony nevytvaiely (Palkova, Janderova et al.
1997). Béhem amoniakové signalizace dochézi ke dvéma alkalizaénim pulzim (,,alkali
pulses®). Druhy pulz je vyrazné silngjsi a zde dochazi k tvorbé NH; zony mezi koloniemi. Po
dotvofeni zony prestanou sousedni kolonie rist a pfechazi do alkalické faze. Signal k inhibici
rastu bunék je nezavisly na staii kolonii. Pokud tedy star$i kolonie vyda prvotni pulz, tak
okolni mladsi kolonie budou reagovat druhym pulzem za vzniku amoniakové zony a inhibuje
se jejich rist. Mechanismus inhibice ristu neni bohuzel zatim zcela jasny (Palkova and

Forstova 2000).
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Obr. 2. NH; zény mezi koloniemi kvasinek na GM agaru. Vlevo Saccharomyces cerevisiae (po 20 dnech),
vpravo Candida mogii (po 7 dnech)
(Palkova, Janderova et al. 1997)

Pro potvrzeni tvorby amoniaku jako signalni molekuly byly nejprve sledovany zmény
pH agarového média pomoci pH indikatorové barvy ,,bromcresol purple® (ménici zbarveni ze
zlutého pfi acidickém pH do fialového pii alkalickém pH). Béhem prvniho i druhého signalu
se okoli kolonii zbarvilo do fialova, coz potvrdilo zvySeni pH v alkalické fazi. V dalsich
experimentech se zjiStovalo chemické sloZeni zon, které definitivné potvrdilo pfitomnost
amoniaku. Na chudych médiich bez aminokyselin se zony netvoii. Produkce amoniaku je
pravdépodobné spojena s tvorbou ¢i degradaci nékterych aminokyselin (Palkova, Janderova et
al. 1997). Cas nastupu alkalické faze projevujici se zménou pH je u kazdého kmene kvasinky
rozdilny a mize se mezi jednotlivymi experimenty liSit. Za standardnich podminek se tento

jev objevoval obvykle kolem 10. — 14. dne rastu gigantickych kolonii (viz Obr. 3).

1% acidic | 2alkali | 2% acidic B

. T [ A T T T A T . . S S . T IR
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25days

Obr. 3. Ukazka vyvojovych fazi kolonii S. cerevisiae.
(Vachova, Kucerova et al. 2009)
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2.4. Zména genové exprese béhem alkalizace

Pti ptechodu z acidické do alkalické faze dochazi k mnozstvi zmén v genové expresi,
které nasledné ovliviiuji vyvoj kolonie. Nékteré ptiklady jiz byly jmenovany V pfedchozich
odstavcich. Gend, které jsou aktivované nebo reprimované, je mnoho. Mezi prvni
exprimované geny pii diferenciaci jsou ty, které jsou spojeny s biosyntézou ¢i degradaci
aminokyselin, ktera mize byt zdrojem amoniaku. Jsou to naptiklad geny GCV1 (kédujici T
podjednotku  mitochondridlni  glycindekarboxylazy) nebo SRY1 (kodujici 3 —
hydroxyaspartatdehydratazu) (Palkova, Devaux et al. 2002).

Velmi zéasadni se zdaji byt geny z rodiny proteinovych transportéri YaaH, jejichz
exprese nastupuje hned se zacatkem alkalické vyvojové faze. Patifi sem tii geny — ATO1,
ATO2 a ATOS3. Jejich produkty jsou transmembranové transportéry, které maji né&jakou roli
v exportu amoniaku. Uskute¢nilo se nékolik experimentt, které verifikovaly spojitost téchto
proteint s transportem amoniaku pri zacinajici alkalizaci. Napiiklad u bun¢k mutantnich
kment S. cerevisiae v jednom z gend rodiny ATO se snizila produkce amoniaku pti
alkaliza¢nim pulsu oproti kontrole bunc¢k rodicovského kmene. Dale buiiky z kolonii po
zvySeni exprese ATO gent Vv alkalické fazi produkovaly mnohem vice amoniaku nez buiky
pochézejici z kolonii v prvni acidické fazi. Nakonec bylo zji§téno, ze bunky po zvySeni
exprese ATO gent jsou odolnéjsi proti toxickym analoglim amoniaku, pravdépodobné diky
zvySenému exportu téchto toxickych latek ven z bunky. ATO geny patii viditelné mezi
dalezité¢ geny pii produkci amoniaku. Nebylo vSak zatim prokdzano, ze Ato proteiny jsou
piimo exportéry amoniaku. Existuji také geny, jejichz exprese je naopak pii piechodu
z acidické do alkalické faze sniZena. Patfi sem naptiklad geny pro H" ATP4zy PMAL a PMA2
(Palkova, Devaux et al. 2002).

2.5. Diferenciace kvasinkovych kolonii

Pokud probihd vyvoj kvasinkovych kolonii standardné, tak béhem alkalizace vznikaji
specializované diferencované buriky, které jsou v kolonii specificky rozmistény. Diky témto
specializovanym bunikam ma kolonie vétsi Sanci prezit v nepfiznivych podminkach (Palkova
2004, Palkova and Vachova 2006). Diferencované buriky u S. cerevisiae se dé¢li na tfi typy.
Jsou to takzvané horni U bunky (,,Upper cells®) lezici v hornich vrstvach kolonie, spodni L

buiiky (,,L cells*) z vnitini oblasti kolonie a okrajové O buiiky (,,Outer cells*) nachazejici se
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v okrajovych oblastech kolonie. U buiky se jevi jako vétsi zdravé bunky. Spodni L bunky
naopak vypadaji jako typické stresované buiky se snizenou Zivotaschopnosti (Cap, Stepanek

et al. 2012). O bunky nejsou predmétem mé diplomové prace, proto se o nich dale nebudu

zminovat.

Rozdily mezi bunikami U bunky L buiiky

Velikost bunék Relativng velké Malé

Mitochondrie VEtsi, téméf bez krist Velky pocet malych, dobie vyvinuté
Kristy

Lipidicka téliska (,,lipid droplets®) | Vice vétSich télisek Jedno malé¢ télisko

Vakuola Mnozstvi malych vakuol Jedna velka vakuola

Nachylnost ke stresu Odolné Nachylné

Tab. 1. Nékteré rozdily vlastnosti U a L bun¢k
Informace ptevzaty z (Cap, Stepanek et al. 2012)

Tab. 1 ukazuje nékteré zakladni rozdily mezi U a L bunikami. Zajimavym rozdilem
jsou mitochondrie. U buiikky maji vétsi mitochondrie, které nemaji témét zadné kristy. S tim
souvisi nizkd aktivita respirace téchto bunék. Oproti tomu L buiiky maji mnoho menSich
mitochondrii s dobfe vyvinutymi kristami. Zde tedy dobie probiha respirace. V L bunkach se
diky vyssi aktivit¢ mitochondrii produkuje i vy$si mnozstvi ROS, tedy reaktivnich molekul
obsahujicich kyslik (reactive oxygen species), nez v U bunkach. U burky se oproti L bunikam
chovaji jako metabolicky aktivni zdravé buiky. Maji spuSténé signalni drdhy spojené
s kontrolou zivin (napf. TOR, PKA). Krom¢ toho, Ze neobsahuji téméf zadné ROS, umi se
také 1épe vyporadat s okolnimi stresy nez L buiiky. To jim zajiStuje schopnost delSiho
prezivani v kolonii. L bunky jsou podobné spiSe hladovéjicim bunkam (Cap, Stepanek et al.
2012).
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Obr. 4. Vizualizace U a L bunék pod

mikroskopem pomoci kontrastu Nomarski. Dale

mitochondrie pod  fluorescenci (obarvené

DiOCs), vakuoly pod Nomarski (obarvené FMA4-
Lo 64) a lipidicka téliska pod Nomarski (obarvena

lipid droplets  Nile Red).

(Cap, Stepanek et al. 2012)

lipid droplets

Prestoze se L bunky diferencuji v dolni ¢asti kolonie a jsou tak na pevném médiu blize
zivinam, je jejich rast na rozdil od U bunck zablokovan. Naproti tomu U buiky vykazuji
metabolické a morfologické parametry rostoucich zdravych bunék. V regulaci diferenciace se
podili amoniak produkovany Vv alkalické fazi jako signalni molekula (Palkova, Janderova et
al. 1997, Cap, Stepanek et al. 2012). Krom¢ amoniaku mohou tento jev ovliviiovat i dalsi
nizkomolekularni metabolity, které jsou vyluCovany kvasinkami, jako takzvané odpadni

metabolické produkty (Dickinson 1996).

2.5.1. L buiky vyZivujici U buiiky

U bunky, jakozto metabolicky aktivni burky, spotfebuji mnoho zivin pro své
degradacni procesy proteinii a lipidii, ze kterych vznikaji nizkomolekularni metabolity
pouzitelné jako vyziva pro U buniky. L buiiky maji také spusténé enzymy a exprimuji geny
potiebné k syntéze dilezitych zivin, aminokyselin a jejich transportért. V koloniich tvotfenych
kmeny s deleci zminénych gent se ukazalo, ze se Zivotnost U bunék snizi. Zda se tedy, ze U
buniky pro sviij zivot L bunky potiebuji a v podstaté je vyuZivaji jako zdroj zivin (Cap,
Stepanek et al. 2012). Néekteré vlastnosti a regulace v U a L bunkach kolonii kvasinek se
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castecné podobaji vlastnostem bunék nékterych typti naddorti u ¢lovéka a ostatnich bunck
nadorem postizeného organismu, kdy U bunka se podoba nadorové buince. Mitochondrie
nadorovych buné¢k lidskych astrocyti (neuroglie) se podobaji mitochondriim diferencovanych
U bunék v koloniich S. cerevisiae. Mitochondrie nadorovych astrocytli jsou zvétSené a také
ztratily vétSinu svych krist, podobn¢ jako u U bunék. Takové astrocyty nejsou schopny tvofit
dostatecné mnozstvi energie skrze oxidativni fosforylaci a musi tedy energii Cerpat jinym
zpusobem (Arismendi-Morillo and Castellano-Ramirez 2008) stejn¢ jako U buiky, které
ziskavaji energii prostfednictvim glykolyzy. Diky zminénym podobnostem by vztah U a L
bunék mohl byt vyuzivan jako experimentalni model pro studium nékterych nadorovych

onemocnéni.

2.5.2. DalSi typy diferencovanych bunék u S. cerevisiae

Kromé U a L bungk existuji i dalsi piiklady diferencovanych bunék. Jsou to takzvané
NQ (,,nonquiescent) a Q (,,quiescent”) burniky. Jedna se o buiiky klidové stacionarni faze,
které vznikaji v tekutych kulturach S. cerevisiae. Oba typy bun¢k se zdaji byt v nékterych
vlastnostech podobné U a L buiitkam. Naptiklad NQ buiiky jsou méné rezistentni vici stresim
a obsahuji velkou vakuolu a obsahuji vét§i mnozstvi ROS podobné jako L bunky. Q buiky
jsou vici stresum vice rezistentni, nemaji velké mnozstvi ROS, ale od U bungk se lisi jednak
svoji metabolickou aktivitou, jednak tim, Ze jsou respiracné aktivni (Allen, Buttner et al.
2006). Diferencované bunky na pevném i V tekutém médiu se obecné nazyvaji ,,Elders®.
Elders jsou tedy vSechny kvasinkové burky, které se dale ned¢li, jsou diferencované a
prozivaji chronologické starnuti zpusobené vnéjsimi podminkami (Palkova, Wilkinson et al.

2014).
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2.6. Jiné typy komunikace a signalizace u S. cerevisiae

2.6.1. Komunikace pomoci feromonti

Signaliza¢ni draha urena k parovani kvasinek je jednou z nejznaméjSich signalnich
drah u S. cerevisiae. Jedna se o signalizaci mezi buitkami pomoci feromonu (signalnich
molekul), které vedou ke vzniku diploidu. Parovani se ucastni takzvané parovaci typy
haploidnich kvasinek MATa a MATa. Kazdy typ ma svlj feromon (MATa — feromon a,

MATa — feromon a), ktery G¢inkuje na druhy typ VvV podobé zastaveni cyklu a naslednou

synchronizaci buné¢ného cyklu vedouci ke konjugaci (Hartwell 1980).

Cdc24

Cdc42

MAP Kinase
Module

Na obrazku 5 je popsana draha spusténa navazanim feromonu jednoho parovaciho
typu na receptor kvasinky druhého parovaciho typu. Spusténa MAPK kaskada poté spousti
geny, které vedou k polarizovanému rlstu proti parovacimu partnerovi, zastaveni bunécného
cyklu v G1 fazi a zvySené expresi gend pro proteiny nezbytné pro jadernou fuzi a k celkové
fazi bunky. Proces je fizen vySe uvedenymi MAT lokusy, které se vyskytuji na tietim

chromozomu u S. cerevisiae. MAT lokusy koduji transkripéni faktory specifické pro expresi
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Obr. 5. Signalni draha k odpovédi na
feromon a MAPK kaskada. Navazanim
feromon aktivuje receptor (Ste2/Ste3)
sptfazeny s G proteinem, tim dojde k
disociaci G proteinu a uvolni se tak
GB(Stedp)-Gy(Stel8p) komplex, ktery
aktivuje downstream proteiny Ste5p a
Ste20p; ty nasledné stimuluji aktivaci
MAPK kaskady (Stellp-Ste7p-Fus3p).
MAPK kaskada dale aktivuje dalsi cile
pro spusténi a prubéh spravného
pérovani.

(Gustin, Albertyn et al. 1998)



genli daného parovaciho typu. Jsou to geny pro feromon, konjugacni receptor pro feromon
opa¢ného parovaciho typu a sestiihové faktory pro vznik funkéniho feromonu (Gustin,

Albertyn et al. 1998).

2.6.2. Signalni drahy regulované Zivinami

Mezi dilezité signalni kaskady patfi ty, které jsou v kvasinkach regulované mnozstvim
zivin. Vyuzivaji extracelularniho signalu podobné¢ jako draha regulovana feromony. V ptipadé
kolonii n¢které tyto drahy reaguji na vstup kolonie do alkalické faze a ucastni se bunééné
diferenciace (Palkova, Janderova et al. 1997, Cap, Stepanek et al. 2012). Signalni drahy
regulované zivinami mohou kontrolovat rist bunky, metabolismus nebo reakci na stres.
Pomahaji bunce a piipadné celé populaci adaptovat se na zmény v prostiedi. Pokud je v okoli
nedostatek Zivin, metabolické drahy se zméni a populace bunék piejde do klidové faze a ceka
zde na obdobi, kdy bude zivin opét dostatek. Po obnoveni pfisunu Zivin signalni drahy navrati
buitku do aktivni ristové faze. Znamé signalni drahy regulované Zivinami jsou nazvané podle
kinaz, které je fidi - Snfl, PKA, Sch9, Torl a PHO draha (Smets, Ghillebert et al. 2010).

S nékterymi drahami déle kratce Ctenaie seznamim.

Signalni draha Snfl kontroluje mnozstvi zivin glukézy v médiu. Snflp je
serin/threonin  kinaza, ktera pii idealnim mnozstvi glukézy neni aktivni. Snflp je
heterotrimerni komplex skladajici se z katalytické a podjednotky (Snflp), regulacni B
podjednotky (Gal83p, Siplp nebo Sip2p) a druhé regula¢ni y podjednotky (Snf4p) (Yang,
Jiang et al. 1994). Pokud dojde ke snizeni mnozstvi glukdzy v médiu, dochazi k aktivaci
fosforylaci Snflp kinazy. K aktivaci je potieba cely komplex podjednotek, z nichz nejvétsi
roli ma aktiva¢ni podjednotka Snf4p (Jiang and Carlson 1996). V kaskad¢ je pomoci kinazy
Snflp fosforylovan transkrip¢ni represor Miglp, ktery se po fosforylaci vyvaze z komplexu
inhibujiciho drahu glukézy a diky tomu dochazi k piepnuti z fermentace na respiraci (Smith,
Davies et al. 1999). Inhibice gluk6zou se nazyva katabolicka represe. Ptitomnost glukozy

zabranuje moznost vyuziti alternativnich zdroji uhliku (Gancedo 1998).

Metabolismus, proliferaci nebo odpovéd na stres reguluje CAMP-PKA draha. Protein
kinaiza A (PKA) je heterotetramer obsahujici dvé katalytické podjednotky (alternativné
kodované geny TPK1, TPK2, TPK3) a dvé regulacni podjednotky (kédované genem BCY1)
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(Toda, Cameron et al. 1987). Hlavni roli v regulaci CAMP-PKA drahy ma dostupny zdroj
uhliku. Pokud dojde ke zméné v mnozstvi zdroje uhliku, a to predevsim gluk6zy nebo jiného
zkvasitelného zdroje, draha na tuto zménu zareaguje. Malé G — proteiny Raslp a Ras2p
aktivuji adenylatcyklazu Cyrlp a ta katalyzuje vznik cAMP (Casperson, Walker et al. 1983).
Zvysena hladina cAMP nasledné odstrani regulacni podjednotku z komplexu a tim aktivuje
kindzu PKA. PKA poté reguluje fadu dalSich genti vedouci k adaptaci na dany zdroj uhliku
(Thevelein, Cauwenberg et al. 2000).

Na kontrole zivinami se podili také Sch9 Ser/Thr protein kinaza z rodiny AGC (rodina
cytoplasmatickych serin/threonin proteinkindz nazvana podle proteinkinaz PKA, PKG a
PKC). Sch9 kinaza je velmi dulezita ke spravnému rustu bunky podobné jako PKA. Pomoci
experimenti byly zjistény uréité podobnosti v regulaci rastu bunék pomoci PKA a Sch9
kinazy. Pti deleci genu pro Sch9 kinazu dochazi ke zpomaleni ristu bunék, a dokonce delece
genu SCH9 miize byt pro bunku letalni. Zda se, ze PKA a Sch9 se ve své roli prolinaji. Obé
kinazy jsou aktivni pfi zvySeném mnozstvi cAMP (Crauwels, Donaton et al. 1997). Dulezita
role Sch9 je v regulaci rastového potencialu bunék prostiednictvim dostupnosti zivin. Sch9 se
chova jako jeden z hlavnich komponenti regulovanych drahou TORCI1 (Jorgensen, Rupes et

al. 2004, Urban, Soulard et al. 2007).

Draha Ser/Thr protein kinazy TOR (Target of rapamycin) kontroluje bunéény rust a je
znama nejen u kvasinek, ale i u mnoha jinych organismi vcetné savci. U kvasinek
rozliSujeme dva typy TOR drah. Drahy obsahuji dva odlisné komplexy TORC1 a TORC2. Na
regulaci TOR komplext se podileji dva proteiny Torlp a Tor2p. Zakladni rozdil mezi obéma
druhy drah je, ze pouze komplex TORC1 podléha inhibici rapamycinem (Zheng, Fiorentino et
al. 1995). Navic TORC2 se stard spiSe o regulaci bunééné polarity, tedy organizaci
aktinového cytoskeletu (Schmidt, Kunz et al. 1996, Inoki, Ouyang et al. 2005). O TORC1
existuji jasng&jsi fakta praveé diky moznosti inaktivace komplexu rapamycinem. Rapamycin se
chova jako silny inhibitor spoustéjici katabolické procesy v buiice. Po piidani rapamycinu
k bunkam dojde k uplnému zastaveni bunééného cyklu a vstupu do Gy faze (De Virgilio and
Loewith 2006). TORCI1 se zapojuje do regulace metabolismu dostupnych dusikovych zdroju,
zprostiedkovava negativni  kontrolu drahy spojené s metabolismem aminokyselin
(Hinnebusch 2005), podili se na draze RTG (,,retrograde response pathway), ktera se stara
napiiklad o biosyntézu glutamatu u bunék rostoucich na chudém médiu a zprostiedkovava

regulaci mezi mitochondriemi a jadrem (Liu and Butow 2006). TORC1 dale negativné
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reguluje autofagii (Chang, Juhasz et al. 2009) nebo vystupuje jako dvojity regulator
kontrolujici transkripci gend kodujicich proteiny pro odpovédi na stres (Smets, Ghillebert et
al. 2010).

Posledni signdlni drdhou regulovanou Zzivinami, kterou zde kratce popisi, je drdha
PHO. O drdhu se stard Pho85 cyklin — dependentni kindza. PHO drdha pomahd burice
reagovat na zmény v mnozstvi fosfatl at’ uz piimo v buiice nebo v extracelularnim okoli.
Kontrolu zajistuje pomoci Pho85p — Pho80p komplexu. Dalsi proteiny, které se podileji na
regulaci, jsou transkripéni aktivatory Pho2p, Phod4p a CDK inhibitor Pho81lp (Ogawa,
Noguchi et al. 1995, Ogawa 2000). Draha reguluje expresi geni PHO. Pho85p — Pho80p
komplex je aktivni pouze pokud ma bunka dostatecné mnozstvi fosfatt tehdy je inhibitor
Pho81p inaktivni a dochazi k represi PHO geni dulezitych pro piijem fosfati. Zminény
komplex fosforylaci inhibuje Pho4p, ktery je dilezity pro aktivaci exprese geni PHO. Pokud
je fosfatd malo, tak se komplex inhibuje pomoci Pho81p a dochazi k aktivaci Pho4p, ktery
aktivuje expresi PHO gent (Kaffman, Rank et al. 1998, Ogawa 2000).

2.6.3. Komunikace mezi kvasinkami a hmyzem

Kromé& mezibunécnych komunikaci existuji i komunikace mezi mikroorganismy a
jinymi organismy. Mikroorganismy v ptirodé mohou kolonizovat riizné typy rostlin. Aby se
mikroorganismy na rostlinach mohly rozsifovat, potifebuji nalakat ptenasece, ktefi je dale Sifi.
K tomu tc¢elu mikroorganismy pouzivaji rizné typy t€kavych latek, kterymi ldkaji drobny
hmyz a ten se tak stava jejich pfenaseCem na dalsi rostlinny habitat (Arguello, Sellanes et al.
2013). Néekteré mikroorganismy (bakterie a houby) dokonce mohou vnutit rostling, aby sama
vysilala signalni tékavé latky pro pfenaseCe nebo latky ovliviujici rist a vyvoj rostliny
(auxiny a cytokininy). Vztah mezi rostlinou a mikroorganismem muze byt oboustranné
vyhodny nebo také paraziticky (Bais, Park et al. 2004, Ortiz-Castro, Contreras-Cornejo et al.
2009). U kvasinek S. cerevisiae je tento typ signalni komunikace mezi organismy také znam.
Pro transport kvasinkovych spor S. cerevisiae z plodu rostlin je dilezitym pienaseCem
Octomilka neboli Drosophila melanogaster (Reuter, Bell et al. 2007). U vsech kvasinek je
znamo, ze V prirodé¢ mohou byt prenaseny pomoci hmyzu (Gilbert 1980). Cely vztah mezi D.
melanogaster a S. cerevisiae se zda byt oboustranné vyhodny, nebot” pro Octomilku jsou

rostlinné plody vybornym zdrojem potravy a pro kvasinky je Octomilka Sanci k disperzi jejich
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spor, ¢imz se zvySuje geneticka variabilita kvasinkového kmene. Zamezuje se tak inbreedingu
neboli kiizeni mezi ptibuznymi jedinci, coz vede ke snizeni mnozstvi heterozygotii a snizeni

adaptacni schopnosti v populaci (Reuter, Bell et al. 2007).
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Obr. 6. Graf zobrazujici efekt D. Melanogaster na zvySeni
genetické variability Saccharomyces cerevisiae. Vlevo
|—0—| s pfitomnosti D. Melanogaster, vpravo bez piitomnosti.
0.0 (Reuter, Bell et al. 2007)
Flies No flies
Current Biology

Jaké latky vyuziva S. cerevisiae jako signalni molekuly, které mohou ptitahovat D.
melanogaster? Patii sem kyseliny, estery a alkoholy s kratkym fetézcem. Nejvice se objevuje
3 — methylbutanol, dale latky vzniklé esterifikaci ethanolu nebo 2 — phenylethanolu. V malém
mnozstvi se objevuji méné znamé latky jako napiiklad seskviterpen nerolidol a dalsi. Jak se
ukazalo, pro Octomilky je nejvice atraktivni kyselina octova a acetoin. Pro dalsi nalezené

latky je role v tomto vztahu stale piredmétem zkoumani. (Arguello, Sellanes et al. 2013).

2.6.4. Ehrlichova draha

Posledni ¢asti kapitoly signaliza¢nich drah bude mit nejvétsi prostor. Zamétfim se na
samotnou drahu a jeji metabolity, které jsou velmi dialezité pro moji diplomovou praci.
Kvasinky béhem fermentace produkuji ethanol a oxid uhli¢ity. Nejsou to vSak jediné
produkované latky. Pti fermentaci vznikaji 1 dal§i meziprodukty, takzvané ,,odpadni latky* —
alkoholy a kyseliny. Odpadni latky jsou vysledkem katabolické drahy aminokyselin, kterou
poprvé popsal vroce 1907 némecky biochemik Felix Ehrlich. Alkoholy a kyseliny byly
pojmenovany jako ,,fusel alcohols a fusel acids®, coz v ¢eském piekladu znamena odpadni
alkoholy a kyseliny. (Ehrlich 1907). Jedna se o vyssi aromatické a alifatické alkoholy a rizné

druhy kyselin se specifickym zapachem. Tyto nizkomolekularni metabolity Ehrlichovy drahy
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jsou zasadni pro potravinaisky pramysl a biotechnologii, zejména pti vyrob¢é napoju a jinych
potravin. Pti vyrobé piva a vina dodavaji napoji specifickou vini a chut, takzvany buket.
Jednim z produktd Ehrlichovy drahy je u S. cerevisiae aromaticky alkohol 2 — phenylethanol
dalezity v potravinadistvi nebo spotfebnim primyslu pro svoji pfichut a vini. 2 -
phenylethanol ma vini pfipominajici rize a je diky této vlastnosti velmi Casto pouzivan
v parfumerii a kosmetice (Etschmann, Bluemke et al. 2002). Vyhodou nizkomolekularnich
metaboliti Ehrlichovy drahy je jejich ptirodni piivod, i proto jsou oblibené v potravinatském

a spotfebnim prumyslu.

2.6.4.1. Nalezeni mechanismu drahy

Mechanismus Ehrlichovy drahy byl studovan od doby nalezeni. Pomoci experimentt
na tyrosinu byly zjistény zakladni mechanismy a prvni kroky drahy. Na zacatku stal tyrosin,
ktery byl v prvnim kroku pomoci transaminace zménén na p — hydroxyphenylpyruvat a
glutamat. Naslednou dekarboxylaci vznikl meziprodukt p — hydroxyphenylacetaldehyd a oxid
uhlic¢ity. Po dekarboxylaci pokracovala v draze redukce aldehydu na vysledny alkohol -
tyrosol a NADH (donor vodiku). Pomoci experimentu s tyrosinem byla sestavena vzorova

rovnice (viz Obr. 7) (Sentheshanmuganathan and Elsden 1958).

Transaminaza karboxylaza
Alkohol dehydrogenaza
L - tyrosin + 2 - oxoglutarat + NADH > tyrosol + L - glutamat + NAD + CO,

Obr. 7. Mechanismus vzniku tyrosolu.
(Sentheshanmuganathan and Elsden 1958)

O néco pozdgji bylo pomoci experimentd na S. cerevisiae dokazano, ze kromé
tyrosinu do katabolické drahy vstupuje vice aminokyselin. Ze vSech aminokyselin
Vv katabolické draze vznikaji aromatické alkoholy nebo kyseliny. Draha byla popséana u
aspartatu, leucinu, isoleucinu, valinu, norvalinu, methioninu, phenylalaninu a tryptofanu. Tyto
aminokyseliny byly pfeménény na 2 — oxoglutarat, coz patéi k prvnimu kroku Ehrlichovy
drahy (Sentheshanmuganathan 1960).

Aby se dokazalo, ze Ehrlichova draha ma opravdu zasadni vyznam pro katabolismus

aminokyselin, bylo tfeba dalSich experimentd. Provedlo se nékolik testi, kdy kultury S.
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cerevisiae rostly na minimalnim médiu s uréitou aminokyselinou, kterd byla specificky
znaGena uhlikem **C jako jedinym zdrojem Zivin. Poté se testy vyhodnocovaly pomoci *C
NMR spektroskopie. Testy se provadély na leucinu, valinu, phenylalaninu, tryptofanu a
methioninu (Dickinson, Lanterman et al. 1997, Dickinson, Harrison et al. 2000, Dickinson,
Salgado et al. 2003). Vysledky testd pfinesly hlubsi pochopeni Ehrlichovy drahy a
identifikovaly také nékteré proteiny, které se drahy ticastni. Pro katabolismus phenylalaninu
(vznik 2 — phenylethanolu) a tryptofanu (vznik tryptofolu) byla zjisténa stejna draha, ale
velmi rozdilna oproti jinym katabolismtum stejnych aminokyselin u jinych druhti kvasinek nez
je S. cerevisiae. Naptiklad u Trichosporon cutaneum konci katabolicka draha tryptophanu u 3
— ketoadipatu (Anderson and Dagley 1981). Tento vysledek nekoresponduje s Ehrlichovou
drahou, kde vznikaji alkoholy nebo kyseliny. Béhem studia Ehrlichovy drahy u S. cerevisiae
nebyl pozorovan zadny z meziproduktii katabolickych drah aminokyselin identifikovanych u
T. cutaneum ¢i dalSich druhl kvasinek. Phenylalanin i tryptofan prochazel dekarboxylaci
pomoci dekarboxylaz Pdclp, PdcSp nebo Pdc6p. U jinych aminokyselin jako je naptiklad
leucin nebo isoleucin jsou k dekarboxylaci potiebné i jiné dekarboxylazy. Z toho vyplyva, ze
prubéh drahy u S. cerevisiae muze byt pro kazdou aminokyselinu trochu rozdilny, av$ak na
konci vzdy vznikaji ,,odpadni* alkoholy nebo kyseliny (Dickinson, Salgado et al. 2003). Dalsi
nalezené dulezité enzymy jsou alkoholdehydrogenazy kodované geny ADH1, ADH2, ADH3,
ADH4, ADH5 a SFA1L. Tyto alkoholdehydrogendzy jsou pfimo esencialni pro vznik alkoholt
s dlouhym fetézcem a tedy i pro posledni kroky Ehrlichovy drahy u S. cerevisiae (Dickinson,
Salgado et al. 2003). Znamé geny kodujici enzymy zapojené do Ehrlichovy drahy jsou

vyznaceny na prozatim finalnim schématu Ehrlichovy drahy (viz Obr. 8).
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Obr. 8. Schéma Ehrlichovy drahy. Katabolicka draha aminokyselin vedouci ke vzniku odpadnich (,,fusel®)
alkohold a kyselin. Touto drahou jsou degradovany aminokyseliny s alifatickym postrannim fetézcem (leucin,
valin, isoleucin), aminokyseliny se sirou v postrannim fetézci (methionin), aminokyseliny s aromatickym jadrem
(phenylalanin, tryptofan, tyrosin). Schéma také zobrazuje znamé geny kodujici enzymy nezbytné pro biochemické
procesy (transaminace, dekarboxylace, redukce a oxidace) Ehrlichovy drahy.

(Hazelwood, Daran et al. 2008)

2.6.4.2. Procesy Ehrlichovy drahy

Ehrlichova drdha mé tfi faze — transaminace, dekarboxylace a redukce ¢i oxidace
v zavislosti na vzniku alkoholu nebo kyseliny (viz Obr. 8). Transaminace je prvnim krokem,
kdy dochazi k pfenosu aminoskupiny na 2 — oxokyselinu (a — ketokyselinu). Transaminace
vV Ehrlichové draze se ucastni rizné typy aminotransferaz jako naptiklad aromatické
aminotransférazy Aro8p a Aro9p, které hraji roli v degradaci tryptofanu, phenylalaninu a
tyrosinu (Hazelwood, Daran et al. 2008). Dalsi ¢asti drahy je dekarboxylace o — ketokyseliny
za vzniku aldehydu (nékteré ptiklady dekarboxylaz jsou jiz popsané vyse). V novéjSich
studiich byla ukazana dulezita role karboxylazy ArolOp dokonce i v regulaci (Vuralhan,
Luttik et al. 2005). Poslednim krokem dréhy je redukce aldehydu na alkohol nebo oxidace na

kyselinu. Ve vétsi mife se vyskytuje tvorba alkoholt. Bylo zjisténo, ze na mnozstvi produkce
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kyselin a alkoholti maji vliv také kultiva¢ni podminky. Béhem studii, pii nichz kultury rostly
na médiu s limitovanou glukézou, se ve vétsi mite produkovaly kyseliny. Naopak v kulturach
rostoucich na médiu s bohatym mnozstvim glukoézy vznikaly na konci drahy castéji alkoholy.
Na bohatém glukozovém médiu prevladala fermentace a vznikala zde smés alkoholt 1 kyselin.
Ovsem kyseliny se produkovaly pouze z 10% (Vuralhan, Luttik et al. 2005, Boer, Tai et al.
2007).

Aminokyselina Ba-Ketokyselina Aldehyd Odpadni alkohol Odpadni kyselina
Leucin a-Ketoisokaproat Isoamylaldehyd Isoamylalkohol kys. isovalerova
Isoleucin a -Ketomethylvalerat | 2 — methylbutanal 2 - methylbutanol | kys. methylvalerova
Phenylalanin Phenylpyruvat 2 — phenylethanal 2 - phenylethanol 2 - phenylacetat
Tryptophan 3 — indolpyruvat 3 —indolacetaldehyd | Tryptophol 2 - (indol-3-yl) ethanoat

v

Tab. 2. Meziprodukty a produkty Ehrlichovy drahy pro nékteré aminokyseliny. Zluté jsou vyznateny
studované odpadni alkoholy a kyseliny.
(Hazelwood, Daran et al. 2008)

Vtab. 2 jsou uvedeny meziprodukty/produkty Ehrlichovy drahy pro vybrané

aminokyseliny. Vidime zde meziprodukty, které vznikaji béhem jednotlivych krokd

katabolické drahy aminokyselin az do konecného formovani alkoholu nebo kyseliny.
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2.6.4.3. Vyznamné latky Ehrlichovy drahy

V posledni kapitole prehledu literatury blize seznamim ctenafe s nékterymi latkami

vznikajicimi prostfednictvim Ehrlichovy drahy.

2 — phenylethanol

OH

Obr. 9. Strukturni vzorec 2 — phenylethanolu
Zdroj: http://mwww.ymdb.ca/compounds/YMDB01072

2 — phenylethanol je vyssi aromaticky alkohol vznikajici v Ehrlichové draze
z phenylalaninu  (Sentheshanmuganathan 1960, Hazelwood, Daran et al. 2008). Pro
biotechnologii, potravinaisky a kosmeticky prumysl je nezbytnym pfirodnim dopliikem.
Hojné se vyuziva naptiklad v pekafstvi, ve vyrobé alkoholickych napoji nebo v kosmetice
pro svou vini podobnou rizim. 2 — phenylethanol se vyskytuje také bézné v ptirodé, avsak
v ptili§ malém mnoZstvi na to, aby se mohl ziskavat pro primysl. Tuto latku nalezneme
v n¢kterych kvetoucich rostlinach, jako jsou rtze, narcisy, hyacinty a dal§i. Vzhledem
ke slozitosti ziskavani latky z pfirodniho prostiedi se vyuzivaji k produkci 2 — phenylethanolu
prave kvasinky (Etschmann, Bluemke et al. 2002). Bylo objeveno nékolik drah, které vedou k
jeho tvorbé, jako naptiklad draha cinnamatu u Rhodotorula glutinis (Large 1986). Nejvice
efektivni z hlediska produkce se ale jevi pravé Ehrlichova draha, kde dochazi k transaminaci
phenylalaninu (viz Obr. 10) (Etschmann, Bluemke et al. 2002).

COOH (L300 JC) OH
i NHs  transaminase ‘,.""‘*-‘;‘-O decarboxylase ‘ “H dehydrogenase |’
———— - ~ - T o
P - Tw \w. T e "u P
|\_:\ ” 2-keto-glutarate  L-glutamate L\_. |] [ala L ] NADH +H* NAD® [
L-phenylalanine phenylpyruvate phenylacetaldehyde 2-phenylethanol

Obr. 10. Ehrlichova draha pro phenylalanin za vzniku 2 — phenylethanolu.
(Etschmann, Bluemke et al. 2002)

2 — phenylethanol je pro potravinatrsky prumysl tak cenny, Ze byly vytvofeny mutantni

kmeny S. cerevisiae, které produkuji vét§i mnozstvi 2 — phenylethanolu nez kmeny obycejné.
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K selekei téchto specialnich kmend se pouziva p - fluoro — DL — phenylalanin, coz je toxicky
analog L — phenylalaninu. Tento toxin blokuje DAHP syntazu (,,3—deoxy—D-arabino—
heptulosonate—7-phosphate  synthase”) kodovanou ARO4, =zodpovédnou za regulaci
biosyntézy phenylalaninu. Kmeny S. cerevisiae Srezistenci proti toxinu maji zvySenou
aktivitu DAHP syntazy. Vznika tak vice phenylalaninu, ktery je dale katabolizovan za vzniku
vétsiho mnozstvi 2 — phenylethanolu (Fukuda, Watanabe et al. 1991, Duenas-Sanchez, Perez
et al. 2014).

Isoamylalkohol

HO —\_<CH3

CH;

Obr. 11. Strukturni vzorec isoamylalkoholu
Zdroj: http://www.ymdb.ca/compounds/YMDBO00570

Isoamylalkohol, systematicky nazev 3 — methylbutanol, je alifaticky primarni alkohol.
V Ehrlichové draze u S. cerevisiae vznika degradaci leucinu. Jeho strukturnim izomerem,
ktery je také znamy z Ehrlichovy drahy, je 2 — methylbutanol neboli aktivni amylalkohol. Ten
vSak vznika degradaci isoleucinu (Sentheshanmuganathan 1960, Hazelwood, Daran et al.
2008). Isoamylalkohol se podobné jako 2 — phenylethanol hojné vyuziva v potravinaiském
pramyslu. Jeho nejvétsi vyuziti je v pivovarnictvi pro jeho sladové aroma. Kromé piva se
ptidava také do vin, dalsich lihovin nebo ciderti. Isoamylalkohol mize byt pteveden na ester
isoamylacetat. Isoamylacetat patii mezi estery, jejichz smés piispiva ke konecné chuti piva,
proto je isoamylalkohol pro tvorbu esteru dulezity. K tvorbé esterii jsou potiebné specifické
esterazy. Isoamylacetat ma bananové aroma a Siroce se pouziva i v dalSich potravinaiskych

odvétvich (Peddie 1990, Quilter, Hurley et al. 2003).

Zajimavou vlastnosti isoamylalkoholu je jeho schopnost ménit morfologii bunék S.
cerevisiae. Pfi jeho ptitomnosti v médiu dochazi k piepnuti ristu v podobé ovalnych bunek na
filamentarni rust, ktery je jinak typicky pro patogenni kmeny kvasinek jako je Candida
albicans. Pii experimentech na YEPD médiu s isoamylalkoholem bylo pozorovano nékolik
zmén. Prvni zménou bylo celkové zpomaleni rstu bunék vystavenych isoamylkoholu oproti
kontrole bez této latky. Po delsi dobé doslo k pfepnuti na pseudohyfalni rast a k tvorbé
filament (viz Obr. 12). Idealni koncentrace pro tvorbu filament se ukazala okolo koncentrace

0,5% isoamylalkoholu v tekutém médiu (Dickinson 1996, Kern, Nunn et al. 2004).
27



Obr. 12. Pseudohyfalni riist bunék S. cerevisiae vystavenych isoamylalkoholu pti koncentraci
0,5% (Dickinson 1996)

Bunky vystavené isoamylalkoholu také zvySily aktivitu mitochondrialni
sukcinatdehydrogenazy oproti kontrole. Tato zména byla zplsobena zvySenou produkci
mitochondrii v buiikkach v pfitomnosti isoamylalkoholu. Isoamylalkohol také zpusoboval
zmény v bunééné stén€. U bunék vystavenych isoamylalkoholu se objevila zvySend produkce
chitinu a tim zesileni stén. Zesileni se potvrdilo pfi pfidani lytikdzy (endonukledzova a
proteazova aktivita pii lyzi kvasinek), kdy bunky v pfitomnosti isoamylalkoholu byly vici
lytikdze mnohem vice rezistentni pravé diky siln€jsim sténam (Kern, Nunn et al. 2004).
Podobné jako u S. cerevisiae vystavené isoamylalkoholu se objevuji zesilené rezistentni stény

i u patogenni filamentarni formy Candidy albicans (Braun and Calderone 1978).

Tyrosol

OH

OH

Obr. 13. Strukturni vzorec tyrosolu
Zdroj: http://www.ymdb.ca/compounds/YMDB01798

Mezi dalsi studované latky této drahy patii tyrosol vznikajici z tyrosinu. Alkohol,
jehoz vznik pomohl k pochopeni procest Ehrlichovy drahy. V pfirodé se krom¢ kvasinek
tyrosol vyskytuje v olivovém oleji (Sentheshanmuganathan and Elsden 1958). V dalsich

studiich bylo zjiSténo, Ze se tyrosol chova jako vyznamny antioxidant. U lidskych keranocyti
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mize pritomnost tyrosolu zabranovat jejich apoptoze indukované UVB zafenim (typ UV
zareni se stfedné dlouhou vinovou délkou, tj. 280 — 315 nm). Tyrosol snizuje oxidativni stres
vyvolany timto typem zatreni (Salucci, Burattini et al. 2015). Olivovy olej se ve stravé
uplatiuje jako smés nékolika antioxidantii jako jsou flavonoidy, lignany a pravé phenoly,
mezi které patii i tyrosol a hydroxytyrosol. Krom¢ ochrany kiize maji tyto latky preventivni
vliv proti nékterym typim nadort jako je rakovina prsou nebo kolorekta (tlusté stievo,
konecnik) (Owen, Giacosa et al. 2000). U savcu tyrosol spole¢n¢ s dal§imi latkami olivového
oleje zabranuji napiiklad oxidaci LDL, ktera muze vést ke vzniku volnych radikali a tim i k

poskozeni dané bunky (Wiseman, Mathot et al. 1996, Giovannini, Straface et al. 1999).

U kvasinek hraje tyrosol zcela rozdilnou roli. Znamy lidsky kvasinkovy patogen
Candida albicans zpisobujici kandidozy potiebuje tyrosol jako jeden z hlavnich faktord
virulence. Je znamo, ze patogenita C. albicans souvisi s pfepnutim rustu této kvasinky na
pseudohyfalni rast. Pseudohyfalni rust se aktivuje pii niz§i hustoté bun€k s prvnim stupném
znamym jako tvorba ,,germ tubes* (Odds 1988). Pii vyssi hustoté bunék je proces blokovan
jinou latkou Ehrlichovy drahy farnesolem (vice viz nize). V takovém ptipadé zlstavaji bunky
ve své normalni buné¢né podobé (Hornby, Jensen et al. 2001, Ramage, Saville et al. 2002).
Proces piepinani na hyfalni rist je tedy regulovan hustotou bun¢k spoleéné se signalizaci
pomoci farnesolu a naopak tyrosolu, ktery se v pozdéjsich publikacich ukazuje jako spoustéci
faktor tvorby germ tubes pii nizké hustoté bunck. Tyrosol je tedy signalni molekulou pro

aktivaci pseudohyfalniho rtstu u C. albicans (Chen, Fujita et al. 2004).

Farnesol
HaC OH
= = =
CH, CH, CHs

Obr. 14. Strukturni vzorec farnesolu
Zdroj: http://www.ymdb.ca/compounds/Y MDB00404

Farnesol je acyklicky alkohol ze tfidy seskviterpent a neni pfimo znam z Ehrlichovy
drahy u S. cerevisiae. Farnesol byl objeven u patogennich kvasinek C. albicans jako signalni
molekula, a to predev§im v regulaci tvorby biofilmil. Tato latka se chova jako inhibitor riistu
patogennich biofilma C. albicans (Hornby, Jensen et al. 2001, Ramage, Saville et al. 2002).
Pfi experimentech s pfidavanym farnesolem ke koloniim S. cerevisiae byla zjisténa podobna

reakce kolonie jako u biofilmu C. albicans. Farnesol u S. cerevisiae i ve velmi malém
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mnozstvi (25 uM) zastavil rtst kolonie. Neovlivnil vSak dal§i Zivotaschopnost kolonie

(Machida, Tanaka et al. 1999).

Dalsi latky Ehrlichovy drahy

Latek vznikajicich v Ehrlichové draze je vice. Dalsi latkou drédhy je naptiklad ester
phenylethylacetat obsahujici aroma podobné medu. Latka velmi dilezita pro vinafstvi. Stejné
jako 2 — phenylethanol vznika v Ehrlichové draze z phenylalaninu. Mezi kyseliny, které
vznikaji v Ehrlichové draze, patii napiiklad kyselina isovalerova, kyselina izomaselnd nebo

kyselina octova (Hazelwood, Daran et al. 2008).
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Pouzité mikroorganismy

Saccharomyces cerevisiae BY4742
Laboratorni haploidni kmen ze sbirky Euroscarf tvofici hladké kolonie (MATa, his3A, ura3A,
leu2A, lys2A).

3.1.1.1. Piipravené kvasinkové kmeny odvozené od BY4742

Seznam ptipravenych a pouzitych kvasinkovych kment s jejich genotypy je v tab. 3.

Kmen Genotyp

COX14 - GFP MATao, his3A, ura3A, leu2d, lys24, COX14-yEGFP-KanMx

ERG28 — GFP MATa, his3A4, ura3A, leu2A, lys24, ERG28-yEGFP-KanMx

MCX1 - GFP MATa, his3A4, ura3A, leu2A, lys24, MCX1-yEGFP-KanMx

RSM26 — GFP MATa, his3A4, ura3A, leu2A, lys24, RSM26-yEGFP-KanMx

SKI8 — GFP MATao, his34, ura3A, leu2d, lys24, SKIS-yEGFP-KanMx

TSC13 - GFP MATo, his3A4, ura3A, leu2A, lys24, TSC13--yEGFP-KanMx

STF1 — GFP* MATa, his3A4, ura3A, leu2A, lys24, STF1-yEGFP-KanMx

Tab. 3. Seznam pfipravenych a pouzitych kvasinkovych kmenti odvozenych od BY4742.
* Kmen pfipravila Ing. Ladislava Hatakova
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3.1.2. Plazmidy

Jako templat pro vyrobu integracnich kazet, pomoci kterych se provadéla transformace
kvasinkovych bun¢k, byl pouzit plazmid pKT127 srezistenci Kk aminoglykosidovému
antibiotiku geneticin G418 (KanMX) (viz Obr. 15). Kazeta zabezpecila fluorescencni
oznaceni C — konce vybranych proteini. Byl tak vytvofen fizni protein s fluorescen¢nim

proteinem GFP.
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Obr. 15. Schéma plazmidu pKT127 Eao R 2406
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3.1.3. Primery

Pouzité primery pro vyrobu integracnich kazet jsou uvedeny vtab. 4 a ovéfovaci

primery pro ovéfeni spravné integrace kazety jsou v tab. 5.

Primery pro vyrobu integraénich kazet

5¢ — 3¢ — ptimy primer (FWD) — 45 bp sekvence vybraného genu pied stop kodonem.
3¢ — 5° — zpétny primer (REV) — 45 bp sekvence za stop kodonem, zpétny primer byl
navrzen ve sméru 5° — 3° na smér 3° — 5° byl pfeveden pomoci programu Revese

Complement.

Na sekvenci genu navazuje dale sekvence GFP (stop kodon byl vynechan) a sekvence

selekéniho markeru KanMX.

Ovérovaci primery

Libovolna 20 bp sekvence vybraného genu — pro spravnou funkci byla vybrana sekvence

s vice nez 50% zastoupenim GC paru.

Poloha FWD a ovéfovacich primertt — je ddna od pocatku 1000 bp upstream do zacinajici
sekvence primeru.
Poloha REV — je dana od pocatku 1000 bp usptream do posledni sekvence primeru

Do vypocteni polohy se zahrnuje 1 stop kodon.
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Nazev Poloha Délka Sekvence
(v bp)

COX14 FWD 1166 63 GAAGACAATCAACAACTGCAAAGTCCTACTGCACCTCCTA
CCGAGggtgacggtgctgottta

COX14 REV 1258 C 63 ATCTAGTACTTTTTCTTCATTTTATTAGCACTGGGTTCTCGC
AGTtcgatgaattcgagctcg

ERG28 FWD 1400 63 GTTTGGATGTACAAACAAAGAGAATACTACACTGGTGTTG
CTTGGggtgacggtgctggttta

ERG28 REV 1492 C 63 TCTATATAATTTTTTTTACAGGATATGCTTGCCCTTACATCA
GAAtcgatgaattcgagctcg

MCX1 FWD 2516 63 TCTGCTAACATTCATACCCCAACAATTCCCAAGAGAAGCTT
AACAggtgacggtgctggttta

MCX1 REV 2608 C 63 ATTTATTACATCTATATTTATATATTCTATACCATTCATTTT
TTTtcgatgaattcgagctcy

RSM26 FWD 1754 63 AATTGGTCAGTGGTAAATAATAGGATATTCTCTGGTATATC
GAAGggtgacggtgctggttta

RSM26 REV 1864 C 63 ATAATTACATATGAGGGTAAGAGGCTATCGCTTCCTTTCTT
TTCAtcgatgaattcgagctcg

SKI8 FWD 2147 63 TGTTTAGATAGAAGCATCAGGTGGTTTAGAGAAGCTGGCG
GTAAAggtgacggtgctggttta

SKI8 REV 2239 C 63 GATGATTGTAAGGTTACATGCAATATATCAAGATATTACTA
GAGAtcgatgaattcgagctcg

TSC13 FWD 1886 63 AAAAAGTATCATACCAGAAGAGCATTCTTGATTCCATTTGT
ATTTggtgacggtgctggttta

TSC13 REV 1978 C 63 TAATATCTCTTTACCTTGCATTTGGGCATGTTGCAAACAGG
AGGAtcgatgaattcgagctcg

Tab. 4. Pouzité primery pro kontrukci GFP zna¢enych kmena.

Gen Poloha | Délka (v bp) | Sekvence

COX14 | 1114 20 CATGAACGGTAAGAAGTACG
ERG28 | 1240 20 CTATGGGGCTATGTACTTGA

MCX1 1981 20 GCTTGAGCAGGTTGAATTAG
RSM26 | 1423 20 CCGTGCTGAGAATGAAGTCT
SKI8 1868 20 CATTCTAGCTGGGTCATGAG

TSC13 | 1516 20 CGGTCTCATTTCATTCGGTT

Tab. 5. Ovétovaci primery.
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3.1.4. Seznam pouzitych chemikalii a dalSich latek

Vtab. 6 a 7 jsou uvedeny veSkeré chemikalie a latky pouzité pro tuto diplomovou

praci.

Nazev Zkratka Vyrobce

6 x DNA Loading Dye

10 x LA PCR Pufr Top - bio

Octan lithny LiAc Sigma - Aldrich
Agar Dr. Kulich Pharma
Agardza Sigma - Aldrich
Bromokresolovy purpur BKP Sigma - Aldrich
D — glukdza Lach - Ner

PCR H,0 Top - Bio
Dimethyl sulfoxid DMSO Top - Bio
Salmonsperm ssDNA Boehringer Mannheim
Ethanol 96% (v/v) EtOH Penta, Lach - Ner
Ethidium bromid EtBr EDTA

Glycerol bezvody Lach - Ner
Hydroxid sodny NaOH Penta, Lach - Ner
Chlorid vapenaty CaCl,

Kvasni¢ny autolyzat (Sarze 41) Imuna Pharm
Kys. chlorovodikova 35% HCI Penta

LA Tag DNA polymerases mix Top - Bio

Octan lithny LiAc Sigma - Aldrich
Octan sodny NaAc Sigma - Aldrich
Pepton (pro bakteriologii) Imuna Pharm
Polyethylenglykol PEG Sigma - Aldrich
PPP Master Mix Top - Bio

Uracil URA

Geneticin G418 (KanMX) | Sigma - Aldrich
Edicin Sandoz

Tab. 6. Seznam pouZitych chemikalii pro piipravy médii a reakci.
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Nazev Sumarni vzorec Vyrobce

Phenylethanol CgH100 Sigma - Aldrich
Phenylethylacetat C1oH120, Sigma - Aldrich
Phenylacetaldehyd CgHsO Sigma - Aldrich
Tyrosol CgH100- Sigma - Aldrich
Kyselina 2 — methylbutanova CsH100 Sigma - Aldrich
Kyselina octova C,H40, Sigma - Aldrich
Kyselina izomaselna C4Hs0; Sigma - Aldrich
Kyselina izovalerova CsH100, Sigma - Aldrich

Tab. 7. Seznam vybranych latek Ehrlichovy dréhy.

3.1.5. Seznam pouZzitych laboratornich piistroju

V tab. 8 je seznam piistroju, které byly vyuzivany pro experimenty této diplomové

prace.

Nazev pristroje

Vyrobce/oznaceni

pH metr Mettler Toledo

Vortex Vortex genie 2

Michadlo IKA RH Basic 2

Laboratorni vaha Kern PCB

Analyticka vaha Sartorius

Cyklér Bioer XP cycler

Centrifuga Labnet spectrafuge 24D, Boeco V — 32R

Zdroj k elektroforetické analyze

EC250 - 90

Termoblok

Torrey Pines

Horizontélni tfepacka

Labnet Problot 12S

Flowbox ESCO

Epifluorescen¢ni mikroskop Leica DMR s lampou EBQ100
Makroskop Progres CT3

Mikrotom Leica VT1200S

Binolupa Leica MZ16F

Spektrofotometr WPA Biochrom S1200
Nanodrop

Tab. 8. Seznam pouzitych laboratornich piistroju.
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3.1.6. Média ke kultivaci kvasinek

Pevna kultivaéni média

Glycerolové médium (GM)

2% (w/v) agar

1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat (Sarze 41)

3% (v/v) glycerol bezvody

1% (v/v) 1M CacCl;,

1% (v/v) 5% roztok glukozy

1% (v/v) roztok uracilu (2 mg/ml)

1% (v/v) 96% ethanol

Pti ptipravé médii se pouziva destilovana voda. Roztok kvasni¢ného autolyzatu je pfi ptipraveé
upraven na pH 5. Samostatné se pfipravi roztok obsahujici agar, glycerol, vodu a zvlast’ se
pfipravi roztok glukoézy. Po sterilizaci se roztoky smichaji v UV boxu a pfida se k nim

ethanol, sterilni roztok uracilu, glukozy a CaCl,,

Glycerolové médium (GM) + pH indikator

viz GM

0,01% (w/v) bromokresolovy purpur (BKP)

BKP je pH indikator, ktery je smichan zvlast s 96% ethanolem. Ptidava se do smichanych
sterilizovanych roztoku pro ptipravu GM. GM s BKP se vyuziva ke sledovani alkalizace

média kvasinkovymi koloniemi.

YEPG pevné

1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat na YEPG
1% (wi/v) pepton

2% (w/v) agar

2% (w/v) glukdza

Pted sterilizaci se pfipravuje samostatné roztok glukozy.
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YEPG pevné s antibiotikem
viz YEPG pevné + geneticin
0,04% (w/v) Geneticin (G418)

viz YEPG pevné + edicin
0,002% (w/v) Edicin

Antibiotikum geneticin se vyuziva pii kultivaci transformovanych bunék. Vyuziva se jako

selekéni marker. Edicin piisobi proti kontaminaci bakteriemi.

Tekuta kultivaéni média

YEPG tekuté

1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat
1% (wi/v) pepton
2% (w/v) glukoza

Pted sterilizaci se pfipravuje samostatné roztok glukdzy.

Skladovaci médium

60% (v/v) glycerol

10% (w/v) glukoza

2% (w/v) pepton

1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat na YEPG

Pted sterilizaci se pfipravuje samostatné roztok glukozy.

3.1.7. Pocitacové programy a internetové databaze

Internetové databdaze

Saccharomyces Genome Database (SGD)

http://www.yeastgenome.org
Pubmed Medline

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Yeast metabolome database

http://www.ymdb.ca
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Programy pro analyzu obrazu
NIS Elements
PhotoFiltre 7

Programy pro navrhovani primerit
Oligo Calculator
http://mcb.berkeley.edu/labs/krantz/tools/oligocalc.html

Reverse Complement

http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html

3.2. Metody

3.2.1. Sterilace

Namichana média, roztoky, paratka, mikrozkumavky a $picky k mikropipetam byly
sterilovany v autoklavu 20 min pii teplot¢ 120°C a tlaku 120kPa. Laboratorni sklo bylo
sterilovano suchym teplem 3,5 h pfi teploté¢ 180°C. Plastové centrifugacni zkumavky byly
sterilovany minimaln¢ 24 h parami kyseliny peroctové v hermeticky uzavieném plastovém

obalu.

3.2.2. Skladovani kvasinkovych kment

Kvasinkové kmeny byly skladovany v konzervach obsahujicich skladovaci médium

pfti teploté -80°C.

3.2.3. Kultivace kvasinkovych kmenii

Ze skladovaci konzervy se pomoci sterilnitho paratka ptenesla suspenze bunck na
pevné médium s edicinem. Buiiky na pevném médiu byly kultivovany pfes noc v termostatu
s teplotou 28°C. Kvasinkové kultury se dale kultivovaly na pevnych médiich v termostatu pfi
teploté 28°C (napi. v podob¢ obfich kolonii), nebo v tekutych médiich za aerobnich podminek

v Ehrlenmayerovych baiikach na horizontélni ttepacce pfti teplote 28°C.
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Obii kolonie byly zaoCkovany nakapanim 10 pl suspenze bunck (o koncentraci 12 mg

mokré vahy biomasy/ml sterilni vody) na plotny obsahujici pevné GM do Sestic (viz Obr. 16).

Obr. 16. Schéma tvorby $estic.

1) 10 pl kapicka suspenze biomasy
(12mg/1ml)

2) GM s pH indikatorem BKP

3) Petriho miska

3.2.4. Priprava kvasinkovych kmeni

3.24.1. Piiprava PCR Kkazety s fluorescenénim znacenim GFP

Na ptipravu kazety byla pouzita metoda PCR - reakce s LA DNA Polymerases Mix
Vv celkovém objemu 50 pl jedné reakeéni smési. Jako templat byl pouzit plazmid pKT127. PCR
probihala v Bioer XP cycleru. Konkrétni slozky reakéni smési jsou znazornény v tab. 9 a
parametry PCR jsou znazornény v tab. 10. Po skonceni PCR reakce se uspésnost vyroby PCR
kazety ovéfovala pomoci elektroforetické analyzy. Pokud reakce probéhla v poradku, byly

kazety pouZity pro transformaci kvasinkovych bunék.

Reakéni smés Objem (ul)
PCR H;0 37
PCR dNTPs mix (10mM) 2,5
DMSO 1

10 x LA PCR pufr 5

LA Tag DNA polymerases mix (2.5 U) 0,5
Templatova DNA 10 ng.ul™ 1

150 uM 5" primer 1,5
150 uM 3’ primer 1,5

Tab. 9. Slozky reakéni smési pro vyrobu PCR kazet pomoci reakce s LA DNA Polymerases Mix.
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Krok | Prubéh Teplota (°C) | Cas

1 Pocate¢ni denaturace | 94 1 min

2 Denaturace 94 455

3 Ptipojeni primert 60 45s 35 cykla
4 Elongace 68 3 kb/2 min

5 Zavéreéna elongace | 68 5 min

6 Chlazeni 4

Tab. 10. Parametry metody PCR pro reakci LA DNA Polymerases Mix.

3.2.4.2. Elektroforeticka analyza

Elektroforetickd analyza je metoda, pomoci které je mozné ovetit, zda se Uspésné
amplifikovala DNA metodou PCR. Pro ovéfovaci elektroforézu je potfeba vyrobit agarosovy
gel. Pro jeho vyrobu byl pouzit 1% roztok agarosy v 0,5x TBE. Roztok se nechal vafit
v mikrovinné troubé, dokud se agarosa v TBE zcela nerozpustila. Var je tieba sledovat,
protoze rozpousténi netrva dlouho a je nutné zabranit vybublani roztoku. Rozpustény roztok
se poté lehce ochladil, ptidalo se 25 pl 1000x koncentrovaného ethidium bromidu a roztok se
nalil do vanicky na elektroforézu. Do vani¢ky se dale umistil hieben, ktery vytvofi pfi
zatuhnuti jamky na vzorky. Po zatuhnuti se z vani¢ky opatrné vyjmul hieben a do jamek byly
napipetovany vzorky z PCR. Poté se vanicka umistila do elektroforetické aparatury a zalila
0,5x TBE, tak aby byl gel ponofeny. Aparatura se zaviela a byla pfipojena ke zdroji
jednosmérného proudu s nastavenim na dobu 40 minut s napétim 80 V. Po ub&hnuti této doby
se gel ptenesl pod UV transiluminator, kde se mohla potvrdit uspéSnost ¢i netispéSnost tvorby

PCR kazet.

3.243. Transformace kvasinek

K transformaci byla pouzita metoda LiAc/SS-DNA/PEG (Gietz, Schiestl et al. 1995).
Jako rodi¢ byl vybran kvasinkovy kmen BY4742. Nejprve bylo potieba pfenést bunétnou
suspenzi do 20 ml tekutého YEPG média. Kultura byla pfes noc inkubovana na horizontalni
trepacce pii 28°C. Dalsi den byla kultura nafedéna do 50 ml tekutého YEPG média na

vyslednou koncentraci 5 x 10° bungk/ml (optické denzita = 0,5). Kultura byla kultivovana za
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aerobnich podminek 2 genera¢ni doby (3 — 5 h) na horizontalni tiepacce pii 28°C. Po
dosaZeni koncentrace bunék 2 x 10" bun&k/ml byl cely objem kultury zcentrifugovan (5 min,
22°C, 4500 otacek) a pelet promyt ve 25 ml sterilni destilované vody. Po centrifugaci pti
stejném nastaveni byl pelet respuspendovan v 1 ml sterilni destilované vody a pfenesen do 1,5
ml mikrozkumavky. Resuspendovany pelet byl opét zcentrifugovan (1 min, 22°C, 6000
otacek), supernatant odstranén a k peleté byla pfidana destilovana voda, tak aby vysledna
hustota suspenze byla 2 x 10° bungk/ml. Cely objem mikrozkumavky se rozpipetoval po 100
ul do novych mikrozkumavek, bunky z jednotlivych alikvoti byly ziskany centrifugaci (2
min, 22°C, 6000 otacek) a po odstranéni supernatantu byla k takto pfipravenym a promytym

buitkam pfidana transformacéni smés (viz nize).

Transformacni smés
240 ul 50% PEG
36 ul 1M LiAc

10 pl povarené ssDNA

40 pl sterilni destilované H,0

34 ul pripravené templatové DNA pro transformaci

Do mikrozkumavky s bunikami se nejprve ptida PEG a LiAc a fadné se v§e promicha. Dale se

ptida ssDNA, sterilni H,O a piipravend DNA. Celd smés se znovu promicha.

Vysledna smés byla fadné promichana a inkubovana na 40 min v termobloku pii 42
°C. Bunky byly sklizeny centrifugaci (1 min, 22°C, 6000 otacek) a ziskany pelet byl
resuspendovan v 1 ml tekut¢tho YEPG média. Buiiky se nechaly inkubovat na horizontalni
tiepacce pti 28°C na 2 - 3 hod. Poté byly vysety na selekéni médium s antibiotikem. Vyseté
buniky se nechaly inkubovat v termostatu pii 28°C. Rust potencialnich transformovanych

bunék je viditelny priblizné po 3 - 4 dnech kultivace.

3.2.4.4. Ovéreni transformovanych kmeni pomoci metody PCR

Uspé&snost integrace transformaéni kazety do genomu je mozné ovéfit pomoci metody
PCR (Colony PCR). Pro ovéieni se ptipravila specifickd PCR smés o celkovém objemu 10 pl
na jeden vzorek (viz Tab. 11). Program pro PCR je v tabulce 12. Pfed samotnou reakci je
tieba ziskat templatovou DNA z biomasy transformovanych bunék. Pro jeji ziskani byla

vyuzita denaturace pomoci 15 pl 0,2 M NaOH. Hydroxid se smichal s malym mnozZstvim
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biomasy (odebrana biomasa velikosti Spendlikové hlavicky pomoci pipety). Denaturace
probihala 15 minut pii 95°C v termocykléru. Zbytky bunék byly odstranény centrifugaci. V

supernatantu uvolnéna DNA slouzi jako templatova DNA potiebna do reakce.

Reakéni smés PPP mix 1 kb/min Objem (pul)
PCR H,0 3
PPP Master Mix (Top-Bio) 5
Templatova DNA 1

3’ ov&fovaci primer Spmol.pult 0,5

5" ové&fovaci primer 5pmol.pl- 0,5

Tab. 11. Slozky smési pro ovéfovaci PCR.

Krok | Pribéh Teplota (°C) | Cas

1 Pocatecni denaturace | 94 1 min

2 Denaturace 94 15s

3 Ptipojeni primert 52 15s 35 cykla
4 Elongace 72 1 kb/min

5 Zavéretna elongace | 72 5 min

6 Chlazeni 4

Tab. 12. Program ovétovaci PCR.

Produkty ovétovaci PCR se podrobily elektroforetické analyze v agarosovém gelu (viz

kapitola 3.2.4.2.)

3.2.5. DalSi pouzité metody

3.2.5.1. Mikroskopické metody

Pro pozorovani vytvorenych GFP kment a testd chovani bunék v roztoku danych latek
Ehrlichovy drahy (viz kapitola 3.1.5.) bylo potieba vyrobit preparaty pro mikroskopii.
Preparaty se pozorovaly pod epifluorescenénim mikroskopem. Morfologie a vitalita bun¢k se
dokumentovala pomoci nastaveni Nomarski ve viditelném svétle. Pro sledovani proteind
fuzovanych s GFP se pouzivalo nastaveni pro fluorescenc¢ni mikroskopii (pouzité filtry:

excitacni — modra, emisni — zelend, pro analyzu U a L buné€k bylo pouzito zvétSeni 1000X, pro
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fezy byly vyuzity také mensi zvétSeni). Pozorovani se zdokumentovalo pomoci vestavéné

kamery.

3.25.2. Vyroba mikroskopickych rezii kolonii
Vyroba mikroskopickych fezii kolonii se provadéla na mikrotomu. Z nakapané Sestice

na plotné byla vyfiznuta krajni kolonie, ktera byla pifesunuta do malé vanicky. Kolonie byla
zalita 2 ml 3% agarozového gelu. Po ztuhnuti byla kolonie ziletkou rozpilena a jedna ptlka

byla ptipevnéna na drzak mikrotomu. Mikrotomem pfipravené fezy mély tloustku 20 pm.

3.2.5.3. Koncentracni testy latek

Koncentraéni testy latek byly vyuzity pro stanoveni idealnich koncentraci piisobicich
latek na urcité¢ mnozstvi kvasinkovych bunék (viz kapitola 5.1). Po stanoveni idealnich
koncentraci se zjiSténé koncentrace vyuzivaly pro testy na vyrobenych kvasinkovych

kmenech.

K zjisténi idedlni koncentrace latek byly provadény testy na kontrolnim kmeni
BY4742. Pro test bylo poticba ziskat U a L bunky v koncentraci 70 mg mokré vahy
biomasy/ml sterilni vody. Latky se testovaly v riznych koncentracich: koncentrace pouzité
pro jednotlivé latky jsou uvedeny v experimentalni ¢asti, a proto byla vZdy pfipravena fedici
fada. Celkovy objem roztoku byl 1 ml, z néhoz 100 pl pfipadlo pfipravené suspenzi bunék (o
vySe zminéné koncentraci 70 mg/ml), ktera se do roztoku ptidavala jako posledni. Namichané

roztoky s biomasou se daly inkubovat do termoboxu.

Testy vlivu vybranych latek na nové zkonstruovanych kmenech (viz kapitola 5.5.)
byly provedeny s jiz vytipovanou koncentraci dané latky z prvnich testli na kmeni BY4742.
Pro testy a mikroskopii jsme pouzili koncentraci 20 mg mokré vahy biomasy/ml sterilni vody
(koncentrace 70 mg/ml se zdala byt pfili§ koncentrovand) U a L bunék. Pfipravené vzorky
véetné kontroly byly inkubovany 1,5 hodiny na horizontalni tfepacce. Po inkubaci byly
vzorky mikroskopovany pod kontrastem Nomarski a pomoci fluorescencni mikroskopie pfi

zvétSeni 1000x.
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3.2.5.4. Sekvenace DNA

Pro sekvenaci DNA byla nejprve provedena izolace DNA ze studovanych
transformovanych kment pomoci alkalické lyze v 15 ul 0,2 M NaOH (viz kapitola 3.2.4.4.).
Izolovana DNA byla ptidana jako templat do PCR smési, ktera je popsana v tab. 14. Pro
reakci byl pouzit PCR program pro denaturaci viz Tab. 12.

Reakéni smés PPP mix 1 kb/min Objem (ul)
PCR H,0 21
PPP Master Mix (Top-Bio) 25
Templatova DNA 1
3’ ov&fovaci primer Spmol.pult 15
5" ovéfovaci primer 5pmol.pl- 15

Tab. 14. PCR smés k pfipravé sekvenace DNA (program viz Tabulka 12).

Po PCR reakci byla provedena elektroforeticka analyza (viz kapitola 3.2.4.2.) pro
potvrzeni spravné pripraveného konstruktu pro sekvenovani. Néasledné byla DNA piecisténa.
Nejprve se nechala srazit ethanolem (96%, 2,5 x objem smési) a 3 M NaAc (0,1 x objem
smési). Srazeni probihalo 15 min pii teploté — 20°C. Srazena DNA byla ziskana centrifugaci
30 min pti 4°C na maximalni otacky. K peleté DNA bylo ptidano 200 ul 80% ethanolu. Smés
byla centrifugovana za stejnych podminek. Po centrifugaci se slil supernatant a peleta byla
vysuSena. UsuSena peleta byla resuspendovana v 50 ul destilované vody. Koncentrace DNA
byla stanovena pomoci méteni na nanodropu. Pro méfeni byly nandsSeny vzdy 2 ul roztoku pti

nastaveni 230 nm.

Piiprava smési k sekvenaci

Celkovy objem: 8 ul

0,5 ul ovéfovaci primer (piimy nebo zp&tny Spmol.pl-)
DNA v koncentraci 5 — 10 ng/100pb

H,0 ptidané do celkového objemu 8 pl

Namichané vzorky byly zaslany k sekvenaci. Ziskana sekvence byla porovnavana

s predpokladanou sekvenci.
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Cile prace

Pfiblizit pomoci dostupné literatury diferenciaci kolonii kvasinek S. cerevisiae na U a
L typy bunék, vysvétlit Ehrlichovu drdhu u kvasinek.

Zjistit idealni koncentraci vybranych latek Ehrlichovy drahy a porovnat odolnost U a
L buné¢k vuci latkam.

Zkonstruovat 6 novych kmenu S. cerevisiae produkujicich vybrané proteiny fizované
s GFP.

Ove¢tit expresi gend a lokalizaci oznacenych GFP proteinid na diferencovanych U a L
buiikach S. cerevisiae.

Ovérit vliv vybranych latek Ehrlichovy drahy na expresi genti a lokalizaci oznacenych

GFP proteint na diferencovanych U a L bunkach S. cerevisiae.
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5. Vysledky

5.1. Stanoveni koncentra¢nich limiti vybranych latek

Pomoci dvoudimenzionalni komprehenzivni plynové chromatografie - MS (GC x GC -
MS) byly identifikovany latky, které¢ jsou schopny produkovat bunky kvasinek v koloniich
(Ing. Eva Jezkova ve spolupraci s Ing. Anna JiroSovou, Ph. D., seznam latek viz kapitola
3.1.4.) a které by pfipadn¢ mohly fungovat jako signalni molekuly nebo jinak ovliviiovat
morfologii a metabolismus bun¢k v jednotlivych subpopulacich tvoficich kolonii S.
cerevisiae. Pro experimenty byly vybrany metabolity, které jsou souc¢asti Ehrlichovy drahy u
kvasinek (viz kapitola 2.6.4.), a to konkrétn¢ alkoholy: phenylethanol, kyseliny: kyselina 2 —
methylbutanova, kyselina octova, kyselina izomdselnd, kyselina izovalerova dalsi latky
(estery kyselin, derivaty alkohold a dalsi): tyrosol, phenylethylacetat, phenylacetaldehyd. Pro
dalsi pokusy na kvasinkach bylo potieba stanovit koncentrace téchto latek, aby bylo mozné
sledovat, jaky maji tyto latky vliv na morfologii a vitalitu dvou hlavnich bunéénych
subpopulaci v kolonii tedy U a L bun€k. Pro vybér testovanych koncentraci jsme vysli
z koncentrace 0,5%, ktera byla pouzita pro studium vlivu isoamylalkoholu na kvasinku S.
cerevisiae v tekutych kulturach (Dickinson 1996). U kazdé latky jsme testovali jesté dalsi dvé
koncentrace, jak je uvedeno nize. Vliv vSech testovanych latek byl sledovan paralelné na U a
L bunkéch, které byly odebrany z 12 — 14 dni starych plné diferencovanych kolonii kmene
BY4742 rostoucich na GM médiu. Oba typy bunck byly resuspendovany ve vodé na
koncentraci 70 mg mokré vahy bunécné biomasy/ml a s piidavkem rtuznych koncentraci latek
byly kultivovany 1, 2 a 5 dni v termoboxu. Inkubace ve vodé zabranovala dalsi diferenciaci
bun¢k. Morfologie bun¢k po plisobeni jednotlivych latek byla monitorovana mikroskopicky
S pouzitim kontrastu Nomarski a byla porovnavana s morfologii bunck, které nebyly

vystaveny piisobeni zadné z latek (buiiky byly inkubovéany pouze v destilované vode).
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5.1.1. Phenylethanol v BY4742

Pro studium vlivu phenylethanolu jsme vybrali koncentrace 0,6; 6 a 60 mM.

U buitkky KO | 0,6 mM 6 mM 60 mM

Obr. 17 Phenylehanol - 1 den plsobeni latky na U buiiky kmene BY4742. M¢étitko odpovida 10 pm.
Zvétseni je u vSech obrazkt bunék v kapitole 5.1. stejné.

Obr. 18. Phenylehanol - 2 dny piisobeni latky na U butiky kmene BY4742

.

Obr. 19. Phenylehanol - 5 dni ptisobeni latky na U buitky kmene BY4742
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L buiiky KO | 0,6 mM | 6 mM | 60 mM |

‘ ..

Obr. 20. Phenylehanol - 1 den ptisobeni latky na L buitky kmene BY4742

Obr. 21. Phenylehanol - 2 dny pisobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Obr. 22. Phenylehanol - 5 dni pusobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Vliv phenylethanolu na morfologii bun¢k byl patrny u U bunék az po dvoudennim
pusobeni hlavné u 60 mM koncentrace. Po 5 dnech piisobeni jsou téméf vSechny bunky
mrtvé. Pfidani 0,6 mM phenylethanolu nevyvolalo viditelnou zménu morfologie téchto bunék.

6 mM koncentrace vyvola viditelné zmény morfologie az po 5 dnech plisobeni.
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L buiikky reaguji na plsobeni phenylethanolu daleko rychleji; uz po jednom dni

pusobeni 60 mM koncentrace této latky jsou viditelné vyrazné zmeény jejich morfologie.

5.1.2. Phenylethylacetat v BY4742

Pro studium vlivu phenylethylacetatu jsme vybrali koncentrace 0,2; 2 a 20 mM.

U buiiky KO | 0,2mM \ 2mM | 20 mM |

Obr. 25. Phenylethylacetat - 5 dni pisobeni latky na U bunky kmene BY4742
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Obr. 27. Phenylethylacetat - 2 dny pusobeni latky na L buitky kmene BY4742

Obr. 28. Phenylethylacetat - 5 dni ptisobeni latky na L bunky kmene BY4742

VIiv nejvyssi koncentrace (20 mM) phenylethylacetaitu na morfologii bunék byl
viditelny u U bunék jiZ po 1 dni piisobeni. Buiiky jsou po této dobé témet z 85 % mrtvé. U
stfedni a nejnizsi koncentrace latky je zména morfologie velmi mélo viditelna.

L bunky jsou jiz po prvnim dni pisobeni 20 mM phenylethylacetitu mrtvé. Pfi

koncentraci 0,2 a 2 mM neni zména morfologie patrna podobné jako u U bunék. Mensi zmény
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morfologie u nizsich testovanych koncentraci mizeme pozorovat az po 5 dnech puisobeni na

U i L bunky.

5.1.3. Phenylacetaldehyd v BY4742

Pro studium vlivu phenylacetaldehydu jsme vybrali koncentrace 0,6; 6 a 60 mM.

| Ubuiky KO | 0,6 mM \ 6 mM | 60 mM |

Obr. 30. Phenylacetaldehyd — 2 dny puisobeni latky na U buiiky kmene BY4742

Obr. 31. Phenylacetaldehyd — 5 dni ptisobeni latky na U buiiky kmene BY4742
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L bunky KO 0,6 mM 6 mM 60 mM

\ ...
.
.

Obr. 32. Phenylacetaldehyd — 1 den pusobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Obr. 33. Phenylacetaldehyd — 2 dny ptisobeni latky na L butiky kmene BY4742

Obr. 34. Phenylacetaldehyd — 5 dni ptisobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Pisobeni phenylacetaldehydu na morfologii bunék bylo celkové slabsi. Pfi 60 mM
koncentraci latky byl vliv na morfologii U bunék slaby, ale viditelny jiz po 1 dni pasobeni. Po
2 dnech piisobeni je viditelna zména morfologie u vétsiho poctu bunék. Na rozdil od plsobeni

nejvyssi koncentrace phenylethylacetitu po pilisobeni phenylacetaldehydu U buiky zcela
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neodumiraji. Zmény morfologie u nizsich koncentraci latky jsou u U bun€k nepatrné a
Castecné viditelné az po 5 dnech ptisobeni u 6 mM koncentrace.

L bunky vykazuji zivotaschopnost po 1 dni plisobeni 60 mM phenylacetaldehydu.
Zcela mrtvé jsou az po S5 dnech pilisobeni. Zmény morfologie L bunck pii nizsich
koncentracich latky jsou mén¢ napadné. Viditelné jsou az po 5 dnech pisobeni u 6 mM

koncentrace phenylacetaldehydu.

54



5.1.4. Tyrosol v BY4742

Pro studium vlivu tyrosolu jsme vybrali koncentrace 1, 50 a 100 mM.

U buiiky KO 1mM 50 mM 100 mM |

Obr. 35. Tyrosol - 1 den pisobeni latky na U buiiky kmene BY4742

Obr. 36. Tyrosol - 2 dny ptsobeni latky na U buiky kmene BY4742

Obr. 37. Tyrosol - 4 dny piisobeni latky na U buiiky kmene BY4742
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L buiiky KO 1 mM 50 mM 100 mM

Obr. 38. Tyrosol - 1 den piisobeni latky na L buitky kmene BY4742

Obr. 39. Tyrosol - 2 dny pusobeni latky na L buitky kmene BY4742

Obr. 40. Tyrosol - 4 dny pusobeni latky na L buitky kmene BY4742

Vliv tyrosolu na morfologii U bunék byl dobie viditelny po 2 dnech ptuisobeni 100 mM
koncentrace této latky. Po 4 dnech plisobeni 100 mM tyrosolu jsou U bunky zcela mrtvé.
Viditelna zména morfologie U bunék je patrna i u 50 mM koncentrace latky po 4 dnech

pusobeni. Nejnizsi koncentrace nemé na morfologii téméi zadny prukazny vliv.
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Vliv tyrosolu na L bunky je castecné viditelny jiz po prvnim dni piisobeni 50 mM a
1épe 100 mM koncentrace. Po 4 dnech plsobeni jsou buiiky pfi téchto koncentracich tyrosolu

mrtvé. Pfi koncentraci 1 mM jsou zmény zcela nepatrné.
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5.1.5. Kyselina 2 - methylbutanova v BY4742
Pro studium vlivu kyseliny 2 - methylbutanové jsme vybrali koncentrace 0,1; 1 a 10

mM.

U buiiky KO 0,1 mM 1mM 10 mM

Obr. 41. Kyselina 2 - methylbutanova - 1 den ptsobeni latky na U buiiky kmene BY4742

Obr. 42. Kyselina 2 - methylbutanova - 3 dny pisobeni latky na U butiky kmene BY4742

Obr. 43. Kyselina 2 - methylbutanova - 4 dny pasobeni latky na U butiky kmene BY4742
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L buiiky KO 0,1 mM 1mM 10 mM

Obr. 44. Kyselina 2 - methylbutanova - 1 den ptisobeni latky na L buitky kmene BY4742

Obr. 45. Kyselina 2 - methylbutanova - 3 dny pisobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Obr. 46. Kyselina 2 - methylbutanova - 4 dny pasobeni latky na L butiky kmene BY4742

Vliv kyseliny 2 — methylbutanové na U bunky byl prokazatelny az po 3 dnech
plisobeni 10 mM koncentrace latky. Pfi niz$ich koncentracich 0,1 mM a 1 mM se pfili$
morfologie nezménila ani po 4 dnech piisobeni. Destruktivni G¢inek této kyseliny na U bunky
byl obecné nizsi 1 po 4 dnech plsobeni, kdy i pii 10 mM koncentraci se ve vzorku objevuji

zivotaschopné burnky.

59



Vliv na zménu morfologie L bunék byl viditelny jiz po prvnim dni pasobeni 10 mM
kyseliny 2 — methylbutanové, kdy byly bunky mrtvé. Nizsi koncentrace latky mély celkove
mén¢ prokazatelny vliv na zménu morfologie bunék. Po 3 a 4 dnech ptisobeni jsou znatelné

mensi zmeény morfologie pti 1 mM koncentraci.
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5.1.6. Kyselina octova v BY4742

Pro studium vlivu kyseliny octové jsme vybrali koncentrace 0,1; 1 a 10 mM.

U buiiky KO 0,1 mM 1mM 10 mM

Obr. 47. Kyselina octova - 1 den plsobeni latky na U buiiky kmene BY4742

Obr. 48. Kyselina octova - 3 dny pisobeni latky na U butiky kmene BY4742

Obr. 49. Kyselina octova - 4 dny piuisobeni latky na U buiiky kmene BY4742
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L buiiky KO 0,1 mM 1mM 10 mM |

Obr. 50. Kyselina octova - 1 den plsobeni latky na L butiky kmene BY4742

Obr. 51. Kyselina octova - 3 dny pasobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Obr. 52. Kyselina octova - 4 dny pisobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Vliv kyseliny octové na zménu morfologie bun¢k byl celkové velmi rychly. Pfi 10
mM se objevila zména morfologie U bungk jiz pfi po prvnim testovacim dni. Po dalSich
dnech plisobeni se buiiky postupné jevi jako mrtvé. U koncentraci 0,1 mM a 1 mM je zména

morfologie U bun¢k velmi malo pritkazna po cely pribéh testovani.
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Pisobeni kyseliny octové na L buiiky byl vyrazny také jiz po prvnim dni testovani,
kdy se objevila vyrazna zména morfologie bun€k. Po 3 dnech plsobeni jsou vidét mensi
zmény i u 0,1 mM a 1 mM koncetrace latky. Po 4 dnech ptisobeni je viditelnd vyrazna

destrukce bunék.
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5.1.7. Kyselina izomaselna v BY4742
Pro studium vlivu kyseliny izoméselné jsme vybrali koncentrace 0,1; 1 a 10 mM.

U buiiky KO 0,1 mM 1mM 10 mM

Obr. 53. Kyselina izomaselna - 1 den pasobeni latky na U buiiky kmene BY4742

Obr. 54. Kyselina izomaselna - 3 dny pisobeni latky na U buniky kmene BY4742

Obr. 55. Kyselina izomaselna - 4 dny pisobeni latky na U butiky kmene BY4742
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L buiiky KO 0,1 mM 1mM 10 mM

Obr. 56. Kyselina izomaselna - 1 den ptsobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Obr. 57. Kyselina izomaselna - 3 dny ptisobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Obr. 58. Kyselina izomaselna - 4 dny pusobeni latky na L buiiky kmene BY4742

Vliv kyseliny izomaselné na morfologii U bun¢k byl celkové nepatrny. Pfi plisobeni
10 mM koncentrace latky jsou mensi zmény morfologie vidét uz po 1 dni pisobeni. Po 3 a 4

dnech se morfologie bunék méni jiz velmi malo.

65



Prokazatelnéji vypadal vliv kyseliny izomaselné na L buiky. Pasobeni 10 mM
koncentrace latky vyvolava velké zmény morfologie bun€k po 1 dni pisobeni. Po 4 dnech
pusobeni 10 mM koncentrace jsou buiiky mrtvé. U koncentraci 0,1 a 1 mM jsou zmény

morfologie bunék nepatrné.
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5.1.8. Kyselina izovalerova v BY4742

Pro studium vlivu kyseliny izovalerové jsme vybrali koncentrace 0,1; 1 a 10 mM.

U buiiky KO 0,1 mM 1mM 10 mM

Obr. 59. Kyselina izovalerova - 1 den pisobeni latky na U buiiky kmene BY4742

.

Obr. 60. Kyselina izovalerova - 3 dny ptisobeni latky na U buiky kmene BY4742

Obr. 61. Kyselina izovalerova - 4 dny pusobeni latky na U buitky kmene BY4742
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L buiiky KO 0,1 mM 1mM 10 mM

Obr. 62. Kyselina izovalerova - 1 den pasobeni latky na L butiky kmene BY4742

Obr. 63. Kyselina izovalerova - 3 dny pasobeni latky na L butiky kmene BY4742

Obr. 64. Kyselina izovalerova - 4 dny pasobeni latky na L butiky kmene BY4742

Vliv kyseliny izovalerové na zménu morfologie U bun¢k byl viditelny jiz po 1 dni
pusobeni 10 mM koncentrace latky. Po 4 dnech ptisobeni jsou bunky mrtvé. U koncentraci 0,1
mM a 1 mM jsou zmény morfologie U bun€k malo viditelné i po 3 a 4 dnech piisobeni.

Pisobeni kyseliny izovalerové na morfologii L bunék vykazuje nizsi odolnost L bun¢k

vuci latce oproti U bunkam. Po 1 dni ptisobeni 10 mM koncentrace latky jsou L bunky témét
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vSechny mrtvé. U 1 mM koncentrace daji zmény morfologie pozorovat ¢astecné po 3 dnech

pusobeni latky a u 0,1 mM koncentrace po 4 dnech plisobeni.

5.2. Konstrukce kmenu produkujicich vybrané proteiny zna¢ené GFP

Proteiny Cox14p, Erg28p, Mcx1p, Rsm26p a Ski8p, Tsc13p byly vybrany na zakladé
proteomické analyzy (provadéla Ing. Jezkova a Mgr. Karel Harant) vzorkt U a L bun¢k po
pusobeni vybranych latek. Byly vybrany ty proteiny, které¢ se objevuji v pfitomnosti latek ve
veétsim mnozstvi nebo ty, které naopak pifi pusobeni latek mizi. Aby bylo mozno sledovat
zmény koncentrace téchto proteinii v jednotlivych bunkach v pribéhu vyvoje kolonie,
pfipravili jsme kmeny produkujici tyto proteiny fuzované s genem GFP. Kmen produkujici
protein Stflp - GFP byl jiz diive zkonstruovan Ing. Ladislavou Hatakovou a v této praci byl

pouzit pro dal$i testovani pisobeni vybranych latek

Pro konstrukci kment produkujicich proteiny zna¢ené GFP byla nezbytna vyroba
integracni kazety pomoci plazmidu pKT127 (stavba a popis plazmidu viz kapitola 3.1.2.).
Kazeta byla vyrobena metodou PCR — reakce s LA DNA Polymerases Mix (viz kapitola
3.2.4.1.). Spravnd vyroba kazety se poté ovétila pomoci elektroforetické analyzy (viz kapitola
3.2.4.2., Obr. 65). Kazety se pouzily pro transformaci kvasinkového kmene BY4742
(podrobny popis transformace viz kapitola 3.2.4.3.). Usp&snost transformace byla ovéiena

pomoci ovétovaci PCR a nasledné elektroforetické analyzy (viz kapitola 3.2.4.4., Obr. 66).

Obr. 65. Ovéfeni Uspésné
konstrukce integracni kazety

bp pomoci elektroforetické
10000 analyzy.
8000
; gg._" Zleva: orientatni méfitko,
4000 COX14, ERG28, MXC1,
530 RMS26, SKI8, TSC13
— — 2500
N 2(."?0 Velikost vSech konstrukti je
g — 1500 2526bp
- 1000
— 750 Kazety byly dale pouzity pro
— 500 transformaci kmene BY4742
— 250
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Obr. 66.

Snimek elektroforetické
analyzy produktl ovéfovaci
PCR. Pomoci analyzy byla
oveéfena spravna integrace
vkladané kazety.

Zleva: orientaéni méfitko,
COX14, ERG28, MXC1,
RMS26, SKI8, TSC13

Velikost produkti:
COX14 —232bp
ERG28 — 340bp
MCX1 — 715bp
RSM26 — 511bp
SKI8 — 459bp
TSC13 - 550bp

Pro kazdy oznaleny gen bylo vytvofeno vice kvasinkovych klonii. VSechny byly
ovefeny pomoci PCR. Déle byl porovnan vyvoj kolonii tvofenych témito klony s vyvojem
kolonii rodi¢ovského kmene. Pokud nedojde ke zméné funkce daného proteinu po fuzi s GFP,
mély by se kolonie klonti vyvijet stejné jako kolonie kmene rodicovského. Kmeny byly
nakapany pro tvorbu obfich kolonii (viz kapitola 3.2.3.) na pevné GM + BKP médium a byl
pozorovan vyvoj kolonie a alkalizace prostiedi u jednotlivych kment (viz kapitola 5.3.).
Paraleln¢ byly inokulovany na pevné GM médium pro néslednou mikroskopii fezl
diferencovanymi koloniemi pro fluorescenéni pozorovani GFP oznafeného proteinu (Viz
kapitola 5.4.). Na zaklad¢ ziskanych vysledkt byl vybran jeden kmen pro dany gen a ten byl
inkubovan s jednou z vybranych latek a nasledné byl pozorovan pod mikroskopem (popsano
dale v kapitole 5.5.). U vSech téchto pozorovani byl piitomen kontrolni rodi¢ovsky kmen
BY4742.
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5.3. Alkalizacni test zkonstruovanych kmenii

Pro potvrzeni spravného vyvoje zkonstruovanych kment byl proveden alkaliza¢ni test
na obfich koloniich. Kolonie kvasinek byly inokulovany v Sesticich na GM + BKP pevné
médium (viz kapitoly 1.3.7. a 2.3.2.). Kalkalizaci média béhem vyvoje kolonii dochazelo
vétSinou kolem 10. — 14. dne. Alkalizace se projevila fialovym zabarvenim kolem kolonii
diky ptitomnosti pH indikatoru BKP. Pro kazdy kmen bylo pozorovano nékolik klond, které
byly porovnavany s rodi¢ovskym kmenem BY4742.

BY4742

Obr. 67. Kmen COX14 — GFP. Prubéh alkalizace média vybranych kloni kmene v porovnani s rodi¢ovskym
kmenem BY4742.

Kolonie tvotené klony kmene produkujictho Cox14p - GFP slab¢ alkalizovaly jiz 9.
den, dokonce diive nez rodi¢ovsky kmen BY4742. 11. den se alkalizace projevovala u vSech
klonti i u rodicovského kmene. Morfologie kolonii kloni se vyrazné nelisila od rodi¢ovského

kmene BY4742. Pro dalsi préci byl vybréan klon 10.
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BY4742 Klon1 Klon 2 Klon 3 Klon 4 Klon 5

Obr. 68. Kmen ERG28 — GFP. Pribé¢h alkalizace média vybranych klont kmene v porovnani s rodi¢ovskym
kmenem BY4742.

Kolonie tvofené klony kmene produkujiciho Erg28p - GFP se piili§ nelisily
v morfologii ani v prub&hu alkalizace od rodicovského kmene BY4742. Pro dalsi praci byl
vybran klon 5.

BY4742 Klon 1 Klon 4 Klon 6 Klon7 Klon 8

o 3

Obr. 69. Kmen MCX1 — GFP. Pribéh alkalizace média vybranych kloni kmene v porovnani s rodi¢ovskym
kmenem BY4742.
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Kolonie tvorené klony kmene produkujiciho Mcxlp — GFP vykazovaly rozdilny
prubéh alkalizace, ktera zacala u rodi¢ovského kmene pii 11. dni. Stejné tak tomu bylo u
klont 4, 6 a 8. Dostate¢na alkalizace rodicovského kmene BY4742 a téchto klonti probéhla

kolem 13. a 14. dne. Klony 1 a 7 alkalizovaly pouze slab&. V morfologii se klony neliSily od
rodicovského kmene. Pro dalsi praci byl vybran klon 4.

BY4742 Klon 3 Klon 4 Klon 6 Klon 8 Klon 9

Obr. 70. Kmen RSM26 — GFP. Prubéh alkalizace média vybranych kloni kmene v porovnani s rodi¢ovskym
kmenem BY4742.

Kolonie tvofené klony kmene produkujictho Rsm26p — GFP byly morfologicky i
priabéhem alkalizace stejné jako rodi¢ovsky kmen BY4742. Alkalizace nastala pozdéji az
béhem 15. dne. Pro dalsi praci byl vybran klon 3.
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BY4742 Klon 3 Klon 4 Klon 6 Klon7 Klon 8

Obr. 71. Kmen SKI8 — GFP. Prib¢h alkalizace média vybranych klont kmene v porovnani s rodi¢ovskym
kmenem BY4742.

Kolonie tvofené klony kmene produkujiciho Ski8p — GFP se morfologicky nelisily
oproti rodicovskému kmeni BY4742. Alkalizace nastala 10. den, kdy pouze klon 3 m¢l

viditelné slabsi prib¢h alkalizace neZ rodicovsky kmen BY4742. Pro dalsi praci byl vybran
klon 8.
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BY4742 Klon 1 Klon 2 Klon 4 Klon 6 Klon7

Obr. 72. Kmen TSC13 — GFP. Prubéh alkalizace média vybranych klontt kmene v porovnani s rodi¢ovskym
kmenem BY4742.

Kolonie tvofené klony kmene produkujiciho Tscl3p — GFP se morfologicky ani
prubéhem alkalizace nelisily od rodi¢ovského kmenu BY4742. Alkalizace nastala 15. den u

vSech klont. Pro dalsi praci byl vybran klon 7.

5.4. Lokalizace bunék produkujicich fazni proteiny v ramci

diferencovanych kolonii

Aby bylo mozno zjistit, které buriky v kolonii produkuji fuzni protein, byly pfipraveny
mikroskopické fezy koloniemi jednotlivych kmeni na mikrotomu (metoda viz kapitola
3.2.5.2.). Pro kontrolu byl vyroben i fez kontrolniho kmene BY4742 a mikroskopovan za
stejnych podminek (fluorescencni signal zde pochazi z autofluorescence vlastnich bungk).
Rezy byly mikroskopovany ve viditelném svétle sNomarski kontrastem a pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie. Lokalizace bunék produkujicich fizni proteiny byla sledovéana na

14 dennich alkalizujicich koloniich.
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KONTROLNI KMEN BY4742

Vertikalni fez kolonii kmene BY4742 prokazal pouze autofluorescenci jednotlivych

bun¢k. U kmene neni produkovan protein GFP, a proto zde neni zaddny dalsi fluorescenéni

signal.

Obr. 73. Alkalizacni test vyvoje kolonii kmene BY4742, 14 denni kolonie

Obr. 74. Vertikalni fez kolonii kmene BY4742, zvétSeni 50x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 75. U bunky. Vertikalni fez kolonii kmene BY4742, zvétSeni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
Meftitko odpovida 10 um. Zvétseni je u vSech obrazkl bunek v kapitole 5.4. stejné.
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Obr. 76. L bunky. Vertikalni fez kolonii kmene BY4742, zvétSeni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 77. Piechod U a L bunék. Vertikalni fez kolonii kmene BY4742, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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COX14 — GFP klon 10
Cox14p hraje roli v sestavovani cytochrom oxidazy v mitochondriich kvasinek

(Glerum, Koerner et al. 1995). Vertikalni fez kolonii kmene COX14 — GFP potvrzuje

lokalizaci proteinu Cox14p — GFP v mitochondriich. Fluorescen¢ni signal je slaby a neni

vidét velky rozdil produkce proteinu mezi U a L bunikami.

Obr. 78. Alkaliza¢ni test vyvoje kolonii kmene COX14 — GFP klon 10, 14 denni kolonie

U U
L L

Obr. 79. Vertikalni fez kolonii kmene COX14 — GFP klon 10, zvétSeni 50x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 80. U butiky. Vertikalni fez kolonii kmene COX14 — GFP klon 10, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Obr. 81. L buiiky. Vertikalni fez kolonii kmene COX14 — GFP klon 10, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 82. Pfechod U a L bungk. Vertikalni fez kolonii kmene COX14 — GFP klon 10, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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ERG28 — GFP klon 5
Erg28p je dle literatury lokalizovan v membrané endoplazmatického retikula (Hughes,
Marton et al. 2000). Vertikalni fez kolonii kmene ERG28 - GFP prokazal lokalizaci proteinu

v endoplazmatickém retikulu. Fluorescenéni signal je siln€jsi u U bunék, a proto se v nich
bude protein vice vyskytovat. L buiky vykazuji kromé fluorescence proteinu také
autofluorescenci. Jasngjsi lokalizace bez vétSiho Sumu autofluorescence u L bunék je vidét pii

samostatném odebrani L bunék a ndsledném mikroskopovani (viz kapitola 5.5.).

Obr. 84. Vertikalni fez kolonii kmene ERG28 — GFP klon 5, zvétSeni 50x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 85. U butiky. Vertikalni fez kolonii kmene ERG28 — GFP klon 5, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Obr. 86. L buiky. Vertikalni fez kolonii kmene ERG28 — GFP klon 5, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 87. Pfechod U a L bunék. Vertikalni fez kolonii kmene ERG28 — GFP klon 5, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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MCX1 — GFP klon 4

Mcx1p je podle dosavadni literatury lokalizovan v mitochondrialni matrix (van Dyck,

Dembowski et al. 1998). Vertikalni fez kolonii kmene MXC1 - GFP lokalizaci proteinu
potvrzuje. Protein je dle vysledkt produkovan vice v L bunikach. V U buiikach se produkce

proteinu objevuje také, ale fluorescencni signal je mnohem slabsi.

Obr. 88. Alkaliza¢ni test vyvoje kolonii kmene MCX1 — GFP klon 4, 14 denni kolonie

Obr. 89. Vertikalni fez kolonii kmene MCX1 — GFP klon 4, zvétseni 100x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 90. U butiky. Vertikalni fez kolonii kmene MCX1 — GFP klon 4, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Obr. 91. L buiiky. Vertikalni fez kolonii kmene MCX1 — GFP klon 4, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 92. Pfechod U a L bungk. Vertikalni fez kolonii kmene MCX1 — GFP klon 4, zvétSeni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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RSM26 — GFP klon 3
Rsm26p je podle literatury mitochondrialni protein (Saveanu, Fromont-Racine et al.

2001). Vertikalni fez kolonii kmene RSM26 — GFP potvrzuje lokalizaci proteinu. Dle fezu se
zda byt intenzita fluorescencniho signalu vétsi u L bunék. OvSem dal$i experimenty vykazuji

velmi podobnou fluorescenci (viz kapitola 5.5.). VysS$i fluorescence L bunck je

pravdépodobné dana také Sumem z autofluorescence.

S 28
Obr. 94. Vertikalni fez kolonii kmene RSM26 — GFP klon 3, zvétSeni 50x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 95. U butiky. Vertikalni fez kolonii kmene RSM26 — GFP klon 3, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Obr. 96. L buiiky. Vertikalni fez kolonii kmene RSM26 — GFP klon 3, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 97. Pfechod U a L bunék. Vertikalni fez kolonii kmene RSM26 — GFP klon 3, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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SKI8 — GFP klon 8
Ski8p je protein, ktery je soucasti cytoplazmatického SKI komplexu (Anderson and
Parker 1998, Madrona and Wilson 2004). Produkce proteinu je viditelna u U i L bun¢k kmene

SKI8 — GFP. Celkov¢ je sila fluorescen¢niho signalu slaba u obou typti bungk, i presto je u L

wewvr

buné¢k lokalizace proteinu znatelnéjsi.

Obr. 99. Vertikalni fez kolonii kmene SKI8 — GFP klon 8, zvétseni 50x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 100. U buriky. Vertikalni fez kolonii kmene SKI8 — GFP klon 8, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Obr. 101. L buniky. Vertikalni fez kolonii kmene SKI8 — GFP klon 8, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 102. Piechod U a L buné&k. Vertikalni fez kolonii kmene SKI8 — GFP klon 8, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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STF1 - GFP

Jedna se o mitochondrialni stabiliza¢ni faktor inhibitoru F1FO ATPazy (Dienhart,
Pfeiffer et al. 2002). Vertikalni fez kolonii kmene STF1 — GFP potvrzuje produkci proteinu
v mitochondriich. Fluorescenc¢ni signal je velmi silny u U 1 L bun&k. Pomoci dalSich vysledkt

(viz kapitola 5.5.) byla ovéfena o néco silnéjsi produkce v U buiitkach. U fezu je silu produkce

nejasna pravdépodobné diky vyssi mife autofluorescence u L bunék.

Obr. 103. Alkaliza¢ni test vyvoje kolonii kmene STF1 — GFP, 14 denni kolonie

Obr. 104. Vertikalni fez kolonii kmene STF1 — GFP, zvétSeni 50x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 105. U buiiky. Vertikalni fez kolonii kmene STF1 — GFP, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Obr. 106. L bunky. Vertikalni fez kolonii kmene STF1 — GFP, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 107. Pfechod U a L buné¢k. Vertikalni fez kolonii kmene STF1 — GFP, zvétSeni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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TSC13-GFPklon 1

Tscl3p je enoyl — reduktaza vyskytujici se v endoplazmatickém retikulu. Lokalizace je

Z literatury také potvrzena v mistech interakce jaderného a vakuolarniho obalu (Severs, Jordan
et al. 1976, Pan, Roberts et al. 2000, Kohlwein, Eder et al. 2001). Vertikalni fez kolonii
kmene TSC13 — GFP potvrzuje lokalizaci proteinu v endoplazmatickém retikulu. Lokalizace
proteinové interakce jaderného a vakuolarniho obalu je Spatné viditelna, ale byla ovéfena

v dal$ich vysledcich (viz kapitola 5.5.). Flurescencni signal je velmi podobny u U i L bunék.

Obr. 108. Alkaliza¢ni test vyvoje kolonii kmene TSC13 — GFP klon 7, 14 denni kolonie

Obr. 109. Vertikalni fez kolonii kmene TSC13 — GFP klon 7, zvétseni 50x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 110. U buriky. Vertikalni fez kolonii kmene TSC13 — GFP klon 7, zvét§eni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Obr. 111. L buiiky. Vertikalni fez kolonii kmene TSC13 — GFP klon 7, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)

Obr. 112. Pfechod U a L buné&k. Vertikalni fez kolonii kmene TSC13 — GFP klon 7, zvétseni 1000x
Vlevo kontrast Nomarski, vpravo fluorescence (expozice 2 sekundy)
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5.5. Test vlivu vybranych liatek na zkonstruované kmeny a lokalizaci
jednotlivych proteinii

Vyse popsané kmeny byly pouzity pro ziskani informaci o produkci jednotlivych
faznich proteint po plisobeni vybranych latek. Obti kolonie byly vypéstovany na pevném GM
médiu a stejné jako v kapitole 5.1. byla odebrana biomasa U a L buné¢k. Pro kontrolu vyvoje
kolonii a nastupu alkalizace byly obii kolonie paralelné péstovany i na pevném GM + BKP
médiu. Buiiky z tohoto média nelze pouzit pro studium lokalizace fluorescence GFP proteint,
protoze piitomné BKP znemoziiovalo urcit spravnou lokalizaci GFP znacenych proteina pii
fluorescen¢ni mikroskopii. U a L buiiky byly resuspendovany ve vodé na koncentraci 20 mg
biomasy/ml a kultivace v pfitomnosti vybranych latek probihala vzdy 1,5 hodiny. Poté byly
vzorky mikroskopovany pod zvétSenim 1000x a to pfi kontrastu Nomarski i pfi fluorescenéni
mikroskopii, kterd umoznila ziskat informace o lokalizaci faznich GFP proteint. Jako
kontrola slouzily stejné buiiky kultivované stejnou dobu pouze ve vodé, tedy bez ptidavku

studované latky.

Na zékladé vysledka ziskanych v kapitole 5.1. byly pro tyto pokusy vybrany ctyti
latky, které se pti predeslych koncentracnich testech zdaly byt nejzajimavéjsi, a to kyselina
octova, phenylethylacetat, phenylethanol a tyrosol. V Tab. 15 jsou uvedeny pouzité

koncentrace jednotlivych latek.

Vybrané latky pro koncentracni testy
Kyselina octova 10 mM
Phenylethylacetat 20 mM
Phenylethanol 40 mM
Tyrosol 100 mM

Tab. 15. Pouzité koncentrace vybranych latek

Na obrazcich 113 — 133 jsou uvedeny ziskané vysledky pro jednotlivé kmeny a

proteiny.
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COX14 — GFP klon 10

Predchozi vysledky na vertikalnich fezech koloniemi (viz kapitola 5.4.) ukazaly slabou
produkci proteinu Cox14p — GFP v mitochondriich v U i L bunikach. Podobné¢ je tomu tak i u
kontrolnich vzorki U a L bun¢k odebranych z kolonii v ¢ase 0 (viz Obr. 113). Fluorescen¢ni
signal u n¢kterych U bunék je viditelny 1 ve vakuole, v ¢emz by mohla hrat roli autofagie.
Z vysledkt je patrné, Ze phenylethylacetat a phenylethanol maji vliv na zvySenou produkci
proteinu Cox14p — GFP u U i L bungk (oproti kontrole v ¢ase 0 i po inkubaci ve vodg¢).
Casteéné je produkce viditelna i po piisobeni kyseliny octové. U tyrosolu je produkce
neprikazna (viz Obr. 114 a 115).

Obr. 113.

Morfologie bunék, pritomnost a
lokalizace proteinu Cox14p —
GFP u kmene COX14 — GFP
klon 10 tésné po odbéru bunék
z kolonii a po resuspendovani
ve vode (v ¢ase 0).

Vlevo U bunky, vpravo L

burnky

Nahoie kontrast Nomarski,
dole fluorescence (expozice 2
sekundy). Méfitko odpovida 10
pm. ZvétSeni je u  vsech
obrazkid bunék v kapitole 5.5.
stejné.

Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

Obr. 114. Vliv vybranych latek (pisobeni 1,5 hod) na U buiiky kmene COX14 — GFP klon 10.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Kontrola

Kyselina octova

Phenylethylacetat

Phenylethanol Tyrosol

Obr. 115. Vliv vybranych latek (ptisobeni 1,5 hod) na L buitky kmene COX14 — GFP klon 10.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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ERG28 — GFP klon 5
Lokalizace proteinu Erg28p — GFP v endoplazmatickém retikulu, ktera byla patrna

z ptredchozich vysledkt vertikalnich fez kolonii, je viditelnd i u odebranych kontrolnich
vzorkli U a L bunék (viz Obr. 116). U buniky maji fluorescencni signal silnéjsi nez L bunky a
v nékterych bunkach se fluorescence objevuje ve vakuole. VIiv na vyssi produkci proteinu
maji dle vysledkii phenylethylacetat a phenylethanol u U bunék oproti kontrolnimu vzorku
inkubovanému ve vodé (viz Obr. 117). Slabsi produkce proteinu u U bun¢k je viditelna po
pridani tyrosolu, ale ne v pfitomnosti kyseliny octové. Vliv latek na produkci Erg28p — GFP u
L bundk je celkové nevyrazny. Casteéné se da prokazat vliv phenylethanolu a

phenyethylacetatu. Vliv tyrosolu a kyseliny octové je minimalni nebo zadny.

Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

Obr. 116.

Morfologie bunék, pfitomnost a
lokalizace proteinu Erg28p -
GFP u kmene ERG28 — GFP
klon 5 té€sné po odbéru bunék
z kolonii a po resuspendovani
ve vode (v Case 0).

Vlevo U buiky, vpravo L
buiky

Nahotfe kontrast Nomarski,
dole fluorescence (expozice 2
sekundy)

Obr. 117. Vliv vybranych latek (ptisobeni 1,5 hod) na U buiky kmene ERG28 — GFP klon 5.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

Obr. 118. Vliv vybranych latek (ptisobeni 1,5 hod) na L buniky kmene ERG28 — GFP klon 5.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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MCX1 — GFP klon 4

Produkce mitochondridlniho proteinu Mcx1p — GFP je viditelnd v kontrolach U i L
buné¢k (viz Obr. 119). VSechny pouzité latky zvysi produkci proteinu u obou typt bunék (viz
Obr. 120 a 121). Vyssi produkce se da pozorovat u L bunék kultivovanych
s phenylethanolem. Vliv pusobeni této latky na produkci tohoto proteinu je niz$i u U bunék
nez u L bunék. Podobny vliv na produkci je viditelny u vzorkli s kyselinou octovou a
phenylethylacetatem u U i L bun¢k. Naopak vliv tyrosolu je na produkci nepatrny. Kontrola U
bunék se v produkci proteinu vyrazné nelisi. Oproti kontrole L bunék inkubovanych ve vodé

je znatelngj§i nartst produkce pii  kultivaci s phenylethanolem a  Castecné

phenylethylacetatem.

Obr. 119.

Morfologie bunék, pritomnost a
lokalizace proteinu Mcxlp -
GFP u kmene MCX1 — GFP
klon 4 tésné po odbéru bunék
z kolonii a po resuspendovani
ve vodé (v Case 0).

Vlevo U buiky, vpravo L
bunky

Nahoie kontrast Nomarski,
dole fluorescence (expozice 2
sekundy)

Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

Obr. 120. Vliv vybranych latek (piisobeni 1,5 hod) na U bufiky kmene MCX1 — GFP klon 4.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetét Phenylethanol Tyrosol

~
~

Obr. 121. Vliv vybranych latek (pisobeni 1,5 hod) na L buniky kmene MCX1 — GFP klon 4.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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RSM26 — GFP klon 3

Lokalizace proteinu Rsm26p — GFP do mitochondrii je prokazatelna u kontrol U i L
bunc¢k. Neékteré U bunky maji fluorescenéni signal i ve vakuole, coz muze souviset
s mechanismem autofagie v bunce (viz Obr. 122). Zména produkce proteinu pii kultivaci
s latkami neni oproti kontrolam pftili§ vyrazna. U vSech se produkce proteinu objevuje, ale ne
ve vyssi mife. Viditelny je vliv kyseliny octové na U buiiky, kde fluorescencni signal zcela
vymizel a protein tedy neni pfitomny. Slabsi signal nez v kontrole inkubované ve vod¢ je

mozno vidét 1 v pfitomnosti tyrosolu a phenylethanolu (viz Obr. 123). L bunky vykazuji

V pfitomnosti kyseliny octové také slabsi signal (viz Obr. 124).

Obr. 122.

Morfologie bunék, pritomnost a
lokalizace proteinu Rsm26p —
GFP u kmene RSM26 — GFP
klon 3 tésné po odbéru bunék
z kolonii a po resuspendovani
ve vodé (v case 0).

Vlevo U buiky, vpravo L
bunky

Nahote kontrast Nomarski,
dole fluorescence (expozice 2
sekundy)

Kontrola

Kyselina octova

Phenylethylacetat

Phenylethanol

Tyrosol

Obr. 123. Vliv vybranych latek (ptisobeni 1,5 hod) na U buiky kmene RSM26 — GFP klon 3.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

Obr. 124. Vliv vybranych latek (ptsobeni 1,5 hod) na L buniky kmene RSM26 — GFP klon 3.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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SKI8 — GFP klon 8
Cytoplazmaticka lokalizace proteinu Ski8p — GFP je prukazna v kontrolnich U i L

bunikdch v ¢ase 0 (viz Obr. 125); v nékterych buiikéch je protein piitomen v partikulich.
Testované latky nemaji vliv na produkci v U bunkach. U bunky maji Casto fluorescencni

signal i ve vakuole, tudiz zde dochéazi k autofagii. Casteénou produkci proteinu vyvola

A4

pritomnost kyseliny octové (viz Obr. 126). Vyssi produkce proteinu Ski8p — GFP oproti
kontrole inkubované ve vod¢ je viditelna u L bunék. Z vysledkd je patrné, Ze specialné
phenylethanol a phenyethylacetat maji vliv na vy$$i produkci proteinu oproti kontrole a
soucasn¢ tyto latky poskodi morfologii t€chto bun¢k. Je tedy viditelné, ze se protein objevuje

vice v bunikach podléhajicich stresu (viz Obr. 127).

Obr. 125.

Morfologie bunék, pfitomnost a
lokalizace proteinu Ski8p -
GFP u kmene SKI8 — GFP klon
8 tésné po odbéru bunck
z kolonii a po resuspendovani
ve vodé (v Case 0).

Vlevo U buiky, vpravo L
bunky

Nahotfe kontrast Nomarski,
dole fluorescence (expozice 2
sekundy)

Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

Obr. 126. Vliv vybranych latek (pisobeni 1,5 hod) na U buiiky kmene SKI18 — GFP klon 8.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

AN

Obr. 127. Vliv vybranych latek (pisobeni 1,5 hod) na L buitky kmene SKI8 — GFP klon 8.
Nahoie kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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STF1 - GFP

Mitochondrialni lokalizace proteinu Stflp — GFP byla ovéfena pomoci kontrolnich
vzorkll U i L bunék (viz Obr. 128). Na rozdil od vertikdlniho fezu kolonii kmene STF1 — GFP
(viz kapitola 5.4.) je signal vtomto experimentadlnim uspoiadani jasnéjsi a da se na
kontrolnich burikach ur¢it vyssi produkce proteinu v U bunkach. Produkce proteinu v U
bunkach neni pfili§ ovlivnéna pusobenim jednotlivych latek. Pouze u phenylethanolu a
tyrosolu se zda byt signal slabsi, ale i pfesto dobie viditelny (viz Obr. 129). Vliv latek na
produkci proteinu v L bunkach je také nepatrny. L buniky maji slabsi signal nez U burnky, ale

po kultivaci s latkami se signal vyrazné nelisi od kontroly ve vodé (viz Obr. 130).

Obr. 128.

Morfologie bunék, pfitomnost a
lokalizace proteinu Stflp -
GFP u kmene STF1 — GFP
tésné po odbéru bunék z kolonii
a po resuspendovani ve vodé (v
Case 0).

e

Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

. ! ...

Obr. 129. Vliv vybranych latek (pisobeni 1,5 hod) na U buniky kmene STF1 — GFP.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)

Vlevo U buiky, vpravo L
bunky

Nahofe kontrast Nomarski,
dole fluorescence (expozice 2
sekundy)
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Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

. ‘ ...

Obr. 130. Vliv vybranych latek (ptsobeni 1,5 hod) na L buiky kmene STF1 — GFP.
Nahote kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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TSC13 — GFP klon 7

Produkce proteinu endoplazmatického retikula Tsc13 — GFP je viditelna v kontrolach

U i L bungk (viz Obr. 131). Fluorescen¢ni signal je u obou typt bun¢k podobny. Po plisobeni
latek na U burniky signal navic vykazuje jadernou a vakuolarni lokalizaci, ktera je v kontrolach
v ¢ase 0 vidét velmi ziidka. Tato lokalizace je vidét pii kultivaci s tyrosolem, kyselinou
octovou a phenylethanolem. U phenylethylacetatu byla tato lokalizace méné viditelna, ale je
zde dobie vidét lokalizace proteinu do endoplazmatického retikula. Oproti kontrole se snizil
fluorescencni signal vyvolany vlivem kyseliny octové a naopak je jasnéji viditelny u
phenylethanolu (viz Obr. 132.). Vliv na L buiky je podobny kontrole ve vod¢. Vyssi
produkce se zda byt pouze u phenylethylacetatu a tyrosolu. Vliv kyseliny octové na produkci

je ¢aste¢né i nizsi nez v kontrole ve vod¢ (viz Obr. 133).

Obr. 131.

Morfologie bunék, pritomnost a
lokalizace proteinu Tscl3p —
GFP u kmene TSC13 — GFP
klon 7 té€sné po odbéru bunck
z kolonii a po resuspendovani
ve vode (v ¢ase 0).

Vlevo U bunky, vpravo L
burnky

Nahoie kontrast Nomarski,
dole fluorescence (expozice 2
sekundy)

Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

Obr. 132. Vliv vybranych latek (pisobeni 1,5 hod) na U buiiky kmene TSC13 — GFP klon 7.
Nahofte kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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Kontrola Kyselina octova Phenylethylacetat Phenylethanol Tyrosol

Obr. 133. Vliv vybranych latek (ptisobeni 1,5 hod) na L buiiky kmene TSC13 — GFP klon 7.
Nahofte kontrast Nomarski, dole fluorescence (expozice 2 sekundy)
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6. Diskuze

Kvasinkovy metabolismus zahrnuje fadu metabolickych drah, které jsou nezbytné pro
spravny vyvoj bunék a reakci na zmény zivin v jejich okoli. Drahy se vzajemné ovliviuji,
podporuji nebo inhibuji napi. prostfednictvim svych metaboliti a rtiznych intermediatu.
Jednou z drah zkoumanych u S. cerevisiae je i Ehrlichova draha, katabolickd draha
aminokyselin, kterd vede ke vzniku odpadnich alkoholi a kyselin (Ehrlich 1907), z nichz
nekteré dodavaji chut’ napi. vinu a mohou kvasinkdm slouzit jako signalni molekuly. V tadé
praci byl popsan priibéh vzniku téchto latek. Vyznamné byly experimenty na tyrosinu, u jehoz
katabolismu byla dok4zdna prvni vzorova rovnice Ehrlichovy drahy. V této draze vznika jako
koncovy odpadni produkt alkohol tyrosol (Sentheshanmuganathan and Elsden 1958).
Postupem casu byla draha popsana i pro dal§i aminokyseliny a byla upravena do soucasné
formy (viz Obr. 8). Koncové latky Ehrlichovy drahy nejsou zbyte¢nymi meziprodukty, a jak
se ukazalo, maji nezaménitelné vyuziti v potravinaiském pramyslu jako faktory chuti a viné u
alkoholickych napoju, potravin, kosmetiky apod (Etschmann, Bluemke et al. 2002). Krom¢ jiz
zminéného byl zkouman i vliv nékterych odpadnich latek Ehrlichovy drahy na vlastnosti a
vyvoj kvasinek souvisejici s moznou funkci téchto latek v roli signalnich molekul. Bylo totiz
zjisténo, ze za urCitych podminek maji napiiklad vliv na pfepindni z normalniho rastu v
podobé¢ ovalnych bunék na rust pseudohyfalni (Odds 1988, Dickinson 1996, Hornby, Jensen
et al. 2001, Ramage, Saville et al. 2002, Chen, Fujita et al. 2004, Kern, Nunn et al. 2004).
Hlavnim cilem této prace bylo vybrat nékteré latky Ehrlichovy drahy a urcit jejich vliv na

morfologii a vyvoj kolonii kvasinek S. cerevisiae a na produkci vybranych proteint.

6.1. Diferenciace kolonii S. cerevisiae a vliv latek na zménu morfologie
bunék

Bé&hem riistu a vyvoje obfich kolonii na pevném GM médiu dochazi po zhruba 12 — 14
dnech k alkalizaci média, ktera je vyvolana produkci plynného amoniaku. V této vyvojové
fazi kvasinkové kolonie diferencuji na dva specializované typy bunék U a L. U bunky
V hornich vrstvach kolonie jsou vétsi, vitdlni a odolngjsi v porovnéni s druhym typem L
bun¢k, nachazejicich se ve stiednich oblastech kolonie (Cap, Stepanek et al. 2012). Analyza
latek Ehrlichovy drahy, které U a L bunky po uplné diferenciaci kolonie produkuji, ukéazala,

ze mnozstvi vyprodukovanych latek je u U 1 L bunék rozdilné (Ing. Eva Jezkova,
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nepublikovano). Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak budou diferencované bunky
odebrané z kolonii reagovat na vybrané produkty Ehrlichovy drahy, které jsou v kolonii
ptirozen¢ pritomny. Ukézalo se, ze zvlasté vyssi koncentrace nékterych z téchto latek plisobi
na builky negativné, tedy latky se ve vysSSich koncentracich a také s nartstajici dobou
pusobeni se jevi jako stresory a svym vlivem méni morfologii obou typt bun¢k. Ve vsech
ptipadech je vidét, ze se morfologie L bun¢k pfi pisobeni latek méni rychleji a vyraznéji nez
u U bunék. L buikky pochazejici z diferencované kolonie jsou tedy vyrazné méné odolné
Vv porovnani s U bunkami i k pisobeni latek (latky zptisobujici v nejvysSich testovanych
koncentracich nejvétsi zmény morfologie L bun¢k oproti U buikam jiz po 1 dni ptsobeni:
phenylethanol, kyselina 2 — methylbutanova, kyselina izomaselna, kyselina izovalerova)
podobné jako jsou citlivéjsi k ptisobeni vyssi teploty, ethanolu a reaktivnich kyslikovych

druhu, jak bylo jiz dfive ukazano (Cap, Stepanek et al. 2012).

Zmény morfologie bun¢k byly popsany jiz diive, napi. po ptisobeni isoamylalkoholu,
kdy doslo pfi ristu S. cerevisiae v tekutém YEPD médiu K pfepnuti z bunék ovalnych na
pseudohyfalni (Dickinson 1996). Podobny vliv ma i tyrosol u C. albicans, ten byl také jednim
z vybranych latek této prace (Chen, Fujita et al. 2004). Tito autofi studovali vliv zminénych
latek na rostoucich kulturach kvasinek. V této diplomové praci byl studovan vliv latek jiz na
starnoucich nerostoucich bunkach izolovanych z diferencovanych kolonii. Pisobeni
jednotlivych latek mohlo byt proto provadéno pouze ve vodé, nebot’ bylo potfeba zamezit
dalsimu vyvoji jednotlivych izolovanych typi bunék. Pro piepnuti na pseudohyfalni rist je
nutna kultivace v zivném médiu, kterd zde nemohla byt pouzita a vysledky téchto autorti tak
nemohly byt ovéfeny. VIiv na zménu morfologie bunck vSak mély vSechny latky. Rozdil mezi
pusobenim kyselin, alkoholii (a jejich derivatll) a dalSich latek na morfologii bunck S.
cerevisiae byl vyrazny. Pfi nejvyssich testovanych koncentracich pusobily kyseliny a jejich
derivaty jako nejvétsi stresory. Napiiklad méné odolné L bunky byly téméf mrtvé po 1 dni
pusobeni téchto latek, coz se u alkoholi a dalsich latek bézné nestavalo. Na zakladé rychlosti
zmény morfologie byly vybrany vhodné koncentrace latek pro studium jejich vlivu na
mnozstvi a lokalizaci vybranych proteinti v diferencovanych koloniich v jednotlivych
buitkach. Byly vybrdny vétSinou vyssi koncentrace kyseliny octové, phenylethanolu,
phenylethylacetatu a tyrosolu, které umozZnily, zkratit dobu inkubace, aby se dale omezila

moznost zmén U a L bunék vyvoland pouhym odebranim téchto bun¢k ze struktury kolonie.
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6.2. Lokalizace GFP oznacenych proteinii a piisobeni vybranych latek

Pro hlubsi analyzu Uc¢inku studovanych vzorkl je dilezité zjistit, jaké dalsi zmény
bun¢k vedle zmén morfologie jednotlivé latky vyvolaji. Jednim z moznych pfistupil je pokusit
se zjistit, jak buiiky na tyto latky reaguji na urovni produkce vybranych proteinii. Na zaklad¢
proteomické analyzy vzorkid U a L bun¢k po plsobeni vybranych latek (Ing. Eva Jezkova,
nepublikovdno) byly vybrany ty proteiny, které po pisobeni latek zvySuji koncentraci nebo
naopak pfi pusobeni latek zbunék mizi. Dale ji diskutovana lokalizace téchto proteini
v diferencované kolonii a vliv kyseliny octové, phenylethanolu, phenylethylacetatu a tyrosolu

na produkci téchto proteinii v odebranych U a L bunkéch.

Cox14p je mitochondrialni protein, ktery by mél mit vliv na sestaveni cytochrom
oxidazy u kvasinek. Jedna se 0 transmembranovy protein mitochondrialnich membran
(Glerum, Koerner et al. 1995). Geny COX jsou vétSinou vice exprimované V L buiikach a to
napi. 1 COX1, kédujici katalytickou podjednotku cytochrom oxiddzy, kterd je ptfi svém
sestavovani regulovéana prave i proteinem Cox14p. Je to pravdépodobné dano vyssi respiracni
aktivitou L bun&k (Barrientos, Zambrano et al. 2004, Cap, Stepanek et al. 2012). Vysledky
ukazaly, ze phenylethanol a phenylethylacetat maji vliv na zvySeni produkce proteinu Cox14p
casteCné¢ v U bunkéch, ale vice pak v L bunkach. Phenylethanol a phenylethylacetat tedy
mohou hrat roli ve zvySeni produkce regula¢niho proteinu Cox14p a mozZna i aktivité dalSich

COX gend.

Erg28p je lokalizovan v membrané endoplazmatického retikula (Hughes, Marton et al.
2000). Protein funguje jako regulator obsahujici transmembranovou doménu, ktery
zprostifedkovava interakci mezi Erg26p (C — 3 sterol dehydrogenaza) a Erg27p (3 — keto sterol
reduktadza), diilezitou pro biosyntézu ergosterolu. Oba dva proteiny nemaji transmembranovou
doménu a sami by nemohly vytvofit fungujici komplex (Gachotte, Eckstein et al. 2001).
Produkce Erg28p je dle vysledkt specifiétéjsi pro U bunky. Phenylethanol a
phenylethylacetat jeho produkci v U buikach zvysuji a mohly by proto hrat roli v regulaci
biosyntézy egosterolu. U buiiky jsou odolné&jsi buiiky, maji vy$si metabolickou aktivitu, a

ziejmé 1 aktivnéjsi biosyntézu ergosterolu (Cap, Stepanek et al. 2012).

Mcx1p je mitochondridlni protein lokalizovany v mitochondridlni matrix. Jedna se o

mitochondrialni chaperon (van Dyck, Dembowski et al. 1998). Produkce proteinu v buiikach
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je nizka. Protein je pfitomen piiblizné ve stejném mnozstvi v U i L burikach. Viditelna zména
produkce je vidét az po pasobeni phenylethanolu a ¢asteéné phenylethylacetatu u L bun¢k. U
bunky vykazuji také ¢aste¢ny narust produkce proteinu po pusobeni téchto latek. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o chaperon, tak je mozné, Zze jeho aktivita stoupa se stresem v burice.
Mcx1p je homolog chaperonu ClpX (u E. coli), ktery je asociovan se specifickymi protedzami
a hraje roli v degradaci Spatné sbalenych proteini (van Dyck, Dembowski et al. 1998). Je tedy
mozné, ze u zdravéjSich bungk je proteinu méné oproti buiikdm s poskozenou morfologii a

zivotaschopnosti.

Rsm26p tvofi Cast malé ribosomélni podjednotky mitochondridlniho ribosomu
(Saveanu, Fromont-Racine et al. 2001). Hladina proteinu v mitochondriich je ptiblizn¢ stejna
vU i1 L bunkach. Béhem analyzy testovanych latek vétSinou nebyly pozorovany vyrazné
rozdily v produkci Rsm26p. Jediny rozdil v produkci proteinu byl zjistén u U bunék
Vv ptitomnosti kyseliny octové, kdy fluorescenéni signal Gpln¢ vymizel a u L bunék byl také
vyrazn¢ snizen. Kyselina octova mize fungovat jako bunéény stresor. Vzhledem k tomu, ze je
Rsm26p soucasti mitochondridlnich ribosomi, mohlo by pfi zvySeném stresu dochazet ke

snizené translaci.

Ski8p je soucasti cytoplazmatického SKI komplexu, ktery hraje roli v 3'— 5’
degradaci mRNA. Komplex tvoii exosom, ktery se zapojuje do degradace nepotfebné mRNA
a poskozené mRNA (Anderson and Parker 1998, Madrona and Wilson 2004). SKI geny jsou
znamé také u killer kment kvasinek, kde reguluji mnozstvi mRNA pro vznik toxinu. Bez
jejich funkce dochazi k tvorbé nestabilniho superkiller fenotypu, ktery zatézuje burku. Jsou to
tedy proteiny, které b&ézné reaguji na stres v buiice (Wickner 1996). Protein je piitomen
v obou typech buné¢k. Jeho produkce v L buiikach se zvySuje po pusobeni phenylethanolu a
phenylethylacetatu. ZvySena produkce Ski8p u L bunék by mohla byt vyvoldna stresem
zpusobenych témito latkami. V buinkach mohou existovat mRNA, které nejsou potiebné
pro translaci. Mohou se objevovat i poSkozené mRNA. L buiky maji samy o sob& hladinu
stresu vyssi (Cap, Stepanek et al. 2012), a proto by mohly byt ke stresu citlivéjsi a hladina
Ski8p by se tedy pfi stresu u téchto bun¢k mohla zvysovat.

Tscl3p je enoyl — reduktaza vyskytujici se v endoplazmatickém retikulu. Katalyzuje
posledni krok elongace mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. Protein muze kromé do

endoplazmatického retikula lokalizovat také v mistech interakce jaderného a vakuolarniho
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obalu (Severs, Jordan et al. 1976, Pan, Roberts et al. 2000, Kohlwein, Eder et al. 2001).
Protein je pfitomen Vv podobném mnozstvi v U i L bunkach. Pisobeni phenylethanolem,
phenylethylacetatem a tyrosolem zpusobuje vyssi produkci proteinu u U bunék. Vliv
phenylethanolu a tyrosolu navic vyvolava zvySeni mnozstvi proteinu V oblasti jaderné a
vakuolarni interakce. Produkce proteinu u L bunc¢k se plisobenim phenylethylacetatu a
tyrosolu rovnéz zvysuje. Exprese genu TSC13 se zvysuje pii DNA stresu (Tkach, Yimit et al.
2012) a jako v n¢kterych predchozich ptipadech nelze vyloucit, Ze pusobeni latek DNA stres
nevyvolava. Zajimavé je, Ze kyselina octova na rozdil od ostatnich latek produkci proteinu

nezvysuje.

Stflp je jeden ze stabilizacnich faktort inhibitoru Inhlp. Stabiliza¢ni faktory Stflp a
Stf2p podporuji funkci tohoto inhibitoru. Inhlp zabratiuje nepotiebné hydrolyze ATP u
mitochondrialni FIFO ATPazy. Pii syntéze ATP komplex Inhlp se stabilizaénimi faktory
Stflp a Stf2p ATPazu neovlivituje, jakmile by ovSem doslo k opacnému stavu (hydrolyza
ATP), tak komplex za¢ne hydrolyzu inhibovat (Ichikawa, Yoshida et al. 1990, Dienhart,
Pfeiffer et al. 2002). Produkce proteinu je silngjsi u U bunék. Vzhledem k tomu, ze U buriky
maji méné vyvinuté mitochondrie, také méné efektivné respiruji, coz by mohlo vést
k opa¢nému efektu funkce FIFO ATPazy a tedy k hydrolyze ATP. Stflp jako stabilizator
inhibitoru hydrolyzy ATP by pak mohl byt v bufice vice potfeba a jeho produkce by mohla
byt vétsi. Komplex s inhibitorem neovliviiuje oxidativni fosforylaci, kterd muze efektivnéji
probihat u normalnich mitochondrii L bun¢k (Dienhart, Pfeiffer et al. 2002, Cap, Stepanek et
al. 2012). Vyrazny vliv testovanych latek na zménu produkce proteinu Stflp vSak nebyl

pozorovan.

Tato prace je prvni studii efektu vybranych latek Ehrlichovy drdhy na diferencované
bunky kvasinkovych kolonii. Latky Ehrlichovy drahy maji na vyvoj a diferenciaci kolonii
zjevné vliv, ale bude nutné provést dalsi podrobnéjsi studie jejich plisobeni, napt. na bunky
odebrané z rizné starych kolonii. Je znamo, ze produkty Ehrlichovy drdhy mohou fungovat
jako signalni molekuly, napf. v pseudohyfalnim rastu, ktery je indukovan isoamylalkoholem
(Dickinson 1996). Jako nejslibnéjsi kandidaty potencialn€ zapojené v signalizaci souvisejici s
vyvojem kolonii S. cerevisiae bych vzhledem k vysledkiim této prace vybral phenylethanol a
phenylethylacetat. Je nicméné zatim t€zké odhadnout, zda latky pisobi vice jako stresory,
kterym se bunka brani, nebo hraji roli prave v signalizaci spoustéjici genovou expresi. Studie

vlivu téchto latek nicméné mohou pomoci pochopit rozdily mezi U a L buikami kolonii S.
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cerevisiae a to diky odlisnému vlivu na morfologii U a L buné¢k, odolnosti téchto bunék a

nalezeni dalsich gent specifickych pro U nebo L bunky.
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Souhrn

V ramci diplomové prace byly ziskany tyto vysledky:

Byl zpracovan piehled literatury s informacemi o diferenciaci kolonii S. cerevisiae,
aktualnimi poznatky o latkach Ehrlichovy drahy a jejich znamymi vlivy na kvasinky.
Byl charakterizovan vliv latek Ehrlichovy drahy na zménu morfologie U a L bunék
kolonie S. cerevisiae a vzajemné porovnana odolnost U a L bunék.

Z testovanych latek Ehrlichovy drahy se podatilo vybrat 4 nejzajimavéjsi latky
(phenylethanol, phenylethylacetat, kyselina octova a tyrosol) a jejich koncentraci
vhodnou pro testovani vlivu téchto latek na kvasinkové buriky.

Bylo zkonstruovano 6 kmenti odvozenych od laboratorniho kmene BY4742
produkujicich fuzni GFP proteiny, a to kmeny — COX14 — GFP, ERG28 — GFP,
MCX1 - GFP, RSM26 — GFP, SKI8 — GFP, TSC13 — GFP.

Byl charakterizovan vyvoj, morfologie a diferenciace na U a L bunky kolonii
zkonstruovanych kmenii pomoci vertikalnich fezi.

Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie byla ovéfena produkce ptislusnych proteinti v U a
L buikach kolonii zkonstruovanych kmeni.

Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie a mikroskopie s Nomarski kontrastem byl
charakterizovan vliv 4 vybranych latek na U a L bunky zkonstruovanych kment. Tato
charakterizace zahrnovala pozorovani zmén morfologie bun¢k a vliv na zménu

produkce proteinii ozna¢enych GFP u U a L bun¢k.
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